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Life is not only what we experience, 
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BrdU:   5-Bromo-2’desoxy-Uridin 
bp:  Basenpaare 
CA:  Cornu Ammonis (Ammonshorn) 
Cc:  Corpus callosum 
CP:  Crossing point 
Cx43:   Connexin 43 
DAB:   3,3’-Diaminobenzidin 
DIG:  Digoxigenin 
GAPDH:  Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase 
GCL:   Granule cell layer (Körnerzellschicht) 
GFAP:  Glial fibrillary acidic protein (saures Gliafaserprotein) 
H:   Hilus 
HC:   Hippocampus 
HL:   hindlimb area (Hinterpfotenareal) 
HNPP:  2-hydroxy-3-naphtoic acid-2’-phenylanilide phosphate 
L:  Läsion 
LV:  lateraler Ventrikel 
MCA:   middle cerebral artery (Arteria cerebri media) 
MCAO:  middle cerebral artery occlusion (Verschluss der Arteria cerebri media) 
ML:   Stratum Moleculare 
NMDA: N-Methyl-D-Aspartat 
O:   Stratum Oriens 
Par1:   primärer somatosensorischer Kortex 
Par2:   sekundärer somatosensorischer Kortex 
PFA:   Paraformaldehyd 
PB:   phosphate buffer 
PBS:   phosphate buffered saline 
PCL:   pyramidal cell layer (Pyramidenzellschicht) 
PT:   Photothrombose 
R/LM:   Stratum Radiatum/Lacunosum Moleculare 
rtPA:  Recombinant Tissue Plasminogen Activator (rekombinanter 
Gewebepalsminogenaktivator) 
ROD:   relative optical density (Durchschnittliche oprische Dichte) 
SSC:  standard sodium Citrate (Trinatriumcitrat) 




Der Schlaganfall ist die dritthäufigste Todesursache in Deutschland. Daher ist es 
von entscheidender Bedeutung, die Pathophysiologie dieser Krankheit zu verstehen, um 
die Zahl der Schlaganfälle zu verringern und mit effektiveren Behandlungsstrategien 
Patienten besser helfen zu können. Ein zerebraler Infarkt kann entweder durch eine 
Ischämie (Unterversorgung des Hirngewebes mit sauerstoffreichem Blut) oder durch eine 
Blutung im Gehirn hervorgerufen werden. Verschiedene Mechanismen führen nach einer 
fokalen Ischämie zur sekundären Ausbreitung des Infarktkernes, zur Schädigung in 
entfernten Hirnregionen sowie zur Bildung einer Glianarbe. Astrozyten gehören zu den 
wichtigsten Komponenten der Glianarbe. Als Reaktion auf die Verletzung des Gehirns 
werden sie aktiviert, hypertrophieren, proliferieren und erhöhen die Expression von 
Intermediärfilamenten wie dem sauren Gliafaserprotein (GFAP) und Nestin. Unter 
physiologischen Bedingungen zeigen Astrozyten ein hohes Maß an interzellulärer 
Kopplung über gap junctions. Dabei spielt Connexin 43 (Cx43) eine wichtige Rolle. Unter 
verschiedenen pahtophysiologischen Bedingungen und Erkrankungen des ZNS zeigen 
reaktive Astrozyten eine veränderte Expression von Cx43. Daher ergab sich die Frage, ob 
reaktive Astrozyten der Glianarbe nach einem fokalen ischämischen Infarkt auch eine 
solche Regulation erfahren und ob diese einer Dynamik unterliegt. Untersuchungen an 
Kulturen von neuronalen Progenitorzellen zeigten, dass Cx43 während der Entwicklung 
die Proliferation, Differenzierung und Migration der Progenitorzellen beeinflußte. Es stellte 
sich daher die Frage, ob Cx43 auch die Proliferation und Migration der an der Glianarbe 
beteiligten Astrozyten beeinflusst. Nach einem Schlaganfall weisen auch entfernt vom 
Infarktkern liegende Gebiete funktionelle und strukturelle Veränderungen sowie eine 
variierte mRNA- und Proteinsynthese auf. Daher stellte sich die Frage, ob die Expression 
von Cx43 in entfernt vom Infarktkern liegenden Arealen Veränderungen zeigt.  
Um diesen Fragen nachzugehen, wurden fokale kortikale Infarkte im 
Hinterpfotenareal des somatosensorischen Kortex der Ratte mittels Photothrombose 
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ausgelöst. Die post-ischämische Expression von GFAP, Cx43 mRNA und Protein wurde 
am Tag 1, 3, 7, 14, 30, 60 und 120 in der Glianarbe, dem Hippokampus und dem 
somatosensorischen Kortex untersucht. In situ Hybridisierung und real time RT-PCR 
dienten zur Untersuchung der Cx43 mRNA Expression. Die Expression von GFAP und 
Cx43 Protein wurden mittels Immunhistochemie analysiert. Die Teilungsaktivität der 
reaktiven Astrozyten wurde via Applikation von BrdU nach Induktion der Ischämie 
untersucht. 
Der die ischämische Läsion flankierende, zerebrale Kortex zeigte eine 
gleichzeitige Heraufregulation von GFAP, Cx43 mRNA und Protein. Ab Tag 14 nach 
Induktion der Photothrombose war ein Band aus reaktiven Astrozyten am Boden der 
Läsion zu beobachten, in dem die Zellen eine Heraufregulation von Cx43 mRNA und 
Protein zeigten. Zur gleichen Zeit war ein Zellstrom zwischen dem lateralen Ventrikel und 
der Läsion sichtbar, in dem Zellen auch ein erhöhtes Maß an GFAP, Cx43 mRNA und 
Protein Expression zeigten. Reaktive Astrozyten der Glianarbe, die die Läsion umhüllten, 
besonders im Band am Boden der Läsion und im Strom zwischen dem lateralen Ventrikel 
und der Läsion, waren nachweislich proliferativ aktiv und exprimierten das 
Intermediärfilament Nestin. Im somatosensorischen Kortex der ipsilateralen Hemisphäre 
wurde ein transienter Anstieg von Cx43 mRNA-positiven Zellen von einer Reduktion in der 
Immunreaktivität des zugehörigen Proteins begleitet. Untersuchungen der einzelnen 
hippokampalen Strata zeigten ausschließlich im Stratum Oriens direkt unter der Läsion 
eine erhöhte Anzahl von Cx43 mRNA-positiven Astrozyten, die gleichzeitig eine Erhöhung 
der Immunreaktivität für Cx43 Protein und GFAP aufwiesen.  
Die vorgelegte Arbeit zeigt, dass eine fokale kortikale Ischämie die Expression von 
Cx43 mRNA und Protein beeinflusst. Sie liefert erste Hinweise dafür, dass Cx43 an der 
Bildung der Glianarbe, besonders der Proliferation und Migration der reaktiven Astrozyten, 
beteiligt ist. Die erhöhte Anzahl von Cx43 mRNA-positiven Zellen und die gesteigerte 
Expression von GFAP und Cx43 Protein im Stratum Oriens des Hippokampus lassen eine 
Beteiligung dieses Gebietes an der Glianarbenbildung vermuten. Die beobachtete 
Zusammenfassung 
8 
Verringerung der Immunreaktivität für Cx43 im somatosensorischen Kortex lässt auf eine 







In der Rangliste der Todesursachen in Deutschland steht der Schlaganfall mit 
einer Inzidenz von ca. 250 000 pro Jahr an dritter Stelle (Nolte et al., 2002). Patienten, die 
den Infarkt überleben, sind häufig auf Grund von Lähmungen oder anderen Symptomen in 
ihrem täglichen Leben stark eingeschränkt oder sind dauerhaft pflegebedürftig. 
Medizinisch-ökonomisch gesehen ist der Schlaganfall die Krankheit, die in Deutschland 
die meisten Kosten für die Behandlung und vor allem für die Nachbetreuung und Pflege 
der Patienten verursacht. Daher ist es mehr als wichtig, die Pathophysiologie dieser 
Krankheit zu verstehen, um die Zahl der Schlaganfälle zu verringern und mit effektiven 
Behandlungsstrategien Patienten besser helfen zu können sowie Kosten für das 
Gesundheitssystem zu senken.  
Typen des Schlaganfalls 
Ein zerebraler Infarkt wird in ca. 80 % der Fälle durch eine Ischämie 
(Unterversorgung des Hirngewebes mit sauerstoffreichem Blut) und in ca. 20 % der Fälle 
durch eine Blutung hervorgerufen (Nolte et al., 2002). Ischämische Hirninfarkte werden in 
globale und fokale Ischämien unterteilt. Eine globale zerebrale Ischämie liegt bei einer 
Durchblutungsabnahme vor, die das gesamte Zentralnervensystem (ZNS) oder den 
größten Teil beider Hemisphären betrifft. Ursache dafür kann unter anderem ein 
kurzzeitiger Herz-Kreislaufstillstand sein. Fokale Hirninfarkte werden in ihrer Ätiologie 
unterschieden. Bei einem Verschluss größerer Hirnarterien durch einen lokal-
thrombotischen Prozess (Makroangiopathie) oder durch eine arterioarterielle bzw. kardiale 
Embolie entsteht ein Territorialinfarkt. Verschließt sich durch eine Arteriosklerose eine 
Endarterie (kleine Arterie oder Arteriole) entsteht ein lakunärer Hirninfarkt 
(Mikroangiopathie). Da die Untersuchungen der vorgelegten Arbeit an einem Tiermodell 
für fokale Ischämie durchgeführt wurden, soll der Fokus der nachfolgenden Erläuterungen 




Schadenskaskade nach fokaler Ischämie 
Energie- und Substratmangel im infarzierten Gehirn 
Bei einem Blutfluss von ≤ 0,18 ml/g/min (Normalwerte liegen bei 0,2-0,5 ml/g/min) 
verlieren einzelne Neurone aufgrund des Energie- und Substratmangels die Fähigkeit 
Aktionspotentiale auszubilden (Nolte et al., 2002). Die Unterversorgung mit 
energiereichen Substanzen kann die Zellen schädigen oder sogar zum Zelltod führen. Die 
nach einem fokalen Infarkt auftretenden Zellschädigungen unterliegen einer komplexen 
Abfolge von Schadensmechanismen (Dirnagl et al., 1999), Abb. 1). Dies wird in der 
räumlichen Unterteilung in Infarktkern, Penumbra und „Remote“ (entfernt vom Infarktkern 
liegende Gebiete) deutlich (Witte et al., 2000), die in den folgenden Abschnitten näher 
beleuchtet werden sollen. 
 
Abb. 1. Kaskade der schädigenden Mechanismen nach einer fokalen Ischämie. Unmittelbar 
nach Beginn der fokalen Perfusionsstörung führen exzitotoxische Mechanismen zu einer 
Schädigung von Neuronen und Gliazellen. Zusätzlich dazu löst die Exzitotoxizität eine Vielzahl 
von Ereignissen aus, die zur weiteren Schädigung des Gewebes beitragen. Dazu gehören vor 
allem die Peri-Infarkt-Depolarisationen und die etwas zeitversetzt eintretende Inflammation 





Der Infarktkern ist das Gebiet, welches nach einer fokalen Ischämie irreversiblen 
strukturellen Schaden davonträgt (Witte et al., 2000). Der Blutfluss ist auf 0,1-
0,15 ml/g/min herabgesetzt oder kommt ganz zum Erliegen (Nolte et al., 2002). Somit ist 
in diesem Gebiet die Versorgung mit Sauerstoff und energiereichen Substanzen sehr 
stark herabgesetzt. Als unmittelbare Folge daraus versagen die energieabhängigen 
Ionenpumpen, die den Gradienten zwischen Intra- und Extrazellulärraum 
aufrechterhalten. Das Membranpotential bricht zusammen und die Zellen unterliegen der 
anoxischen Depolarisation. Im Extrazellulärraum steigt die Kaliumkonzentration während 
die Natrium- und Kalziumkonzentrationen sinken (Witte et al., 2000). Als Folge daraus 
nehmen die Zellen vermehrt Wasser auf und schwellen an, was zu einer Verkleinerung 
des Extrazellulärraumes führt (Dirnagl et al., 1999). Sowohl die mRNA- als auch die 
Proteinsynthese sind erheblich gestört und die Reserven an ATP gehen zu Ende. Der 
Transport des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat ist invertiert und Glutamat wird 
zusätzlich von Gliazellen in den Extrazellulärraum abgegeben (Lin et al., 1998). Folglich 
kommt es zur massiven Anreicherung von Glutamat im Extrazellulärraum. Dieser erhöhte 
Glutamatspiegel führt dazu, dass der glutamaterge NMDA-Rezeptor vermehrt 
Kalziumionen in die Postsynapse einfließen lässt. Der daraus resultierende erhöhte 
Kalziumspiegel löst eine Vielzahl für die Zelle schädliche Ereignisse aus (vermehrte 
Radikalbildung, Brüche in der DNA…), die schließlich zum Absterben des Neurons 
führen. Die durch Glutamat vermittelte Zerstörung von Nervenzellen wird auch als 
Exzitotoxizität bezeichnet.  
Auf Grund dieser Anhäufung zellschädigender Mechanismen nach einer fokalen 





Die Penumbra ist das den Infarktkern umgebende Gebiet, in dem der Blutfluss 
herabgesetzt ist, wobei der Energiehaushalt aber noch aufrechterhalten werden kann 
(Hossmann, 1994; Witte et al., 2000). Durch den verminderten Blutfluss wird eine sehr 
komplexe Schadenskaskade, der Mechanismen wie Exzitotoxizität, Inflammation, 
Apoptose und Peri-Infarkt-Depolarisationen zu Grunde liegen, ausgelöst (Dirnagl et al., 
1999, Abb. 1).  
Aus medizinischer Sicht ist die Penumbra das Gebiet im infarzierten Gehirn, in dem 
mit gezielter Therapie Zellen vor dem Untergang gerettet werden können und somit eine 
sekundäre Ausbreitung des Infarktkernes verhindert werden kann. Die momentan einzige 
Therapiemöglichkeit stellt die Thrombolyse dar (Davalos, 2005). Dabei wird mittels 
intravenöser Gabe von rtPA (Recombinant Tissue Plasminogen Activator) das 
körpereigene Plasminogen aktiviert, welches das Fibrinnetz des Thrombus angreift und 
auflöst. Allerdings hat sich in klinischen Studien gezeigt, dass diese Methode nur in einem 
Zeitfenster von ca. 3 h anwendbar ist (Davalos, 2005; Nolte et al., 2002). Wird die 
Thrombolyse nach diesem Zeitraum angewandt, steigt die Gefahr von Hirnblutungen, 
welche wiederum einen neuen Infarkt auslösen können (Nolte et al., 2002).  
Innerhalb der ersten 6 bis 8 h nach Beginn der Ischämie treten in der Penumbra 
wiederholte Peri-Infarkt-Depolarisationen auf, die sich, wie im Tiermodell gezeigt werden 
konnte, über den gesamten ipsilateralen Kortex ausbreiten (Schroeter et al., 1995). Beim 
Menschen konnten Peri-Infarkt-Depolarisationen bis jetzt nur nach traumatischen 
Hirnverletzungen gezeigt werden (Fabricius et al., 2006). Die Charakteristika dieses 
Phänomens sind eine Negativierung der kortikalen Gleichspannung sowie eine 
Erniedrigung der EEG-Amplitude (Röther, 2000). Ausgelöst werden diese 
Depolarisationen durch den Überschuss an Kalium, während die Propagation über den 
glutamatergen NMDA-Rezeptor vermittelt wird (Lauritzen and Hansen, 1992). Diese 
wiederholten Depolarisationen mit anschließenden Repolarisationen bedeuten für die 
Zellen massiven Stress und sind eine Ursache dafür, dass zunehmend Gewebe der 
Einleitung 
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Penumbra in den Infarktkern rekrutiert wird und sich somit der Kern sekundär vergrößert 
(Witte and Stoll, 1997).  
Eine fokale Ischämie löst außerdem eine Entzündungsreaktion aus, die sowohl den 
Infarktkern als auch das umliegende Gewebe erfasst. Auch in weiter entfernten Gebieten 
innerhalb der geschädigten Hemisphäre können transient Entzündungsmarker 
nachgewiesen werden (Schroeter et al., 1999). Der Sauerstoffmangel, die Bildung freier 
Radikale und viele weitere Faktoren führen zur Expression von pro-inflammatorischen 
Genen, deren zugehörige Proteine eine komplexe Entzündungsreaktion auslösen. Die 
Aktivierung von residenten immunkompetenten Mikroglia ist schon wenige Stunden nach 
dem Infarkt zu beobachten (Schroeter et al., 1994; Schroeter et al., 1999). Nach 
Aktivierung durchlaufen Mikrogliazellen morphologische Veränderungen, exprimieren 
veränderte Oberflächenmoleküle und sind immunzytochemisch von hämatogenen 
Makrophagen nicht mehr zu unterscheiden. Wie im Tierversuch gezeigt werden konnte, 
infiltrieren Letztere aber erst Tage später den infarzierten Bereich (Schroeter et al., 1997). 
Beide Zelltypen, aktivierte Mikroglia und hämatogene Makrophagen, sind in der Lage, zu 
Phagozyten zu transformieren. Wenige Tage nach dem ischämischen Infarkt sind auch 
T-Zellen im Bereich des Infarkts vorzufinden (Jander et al., 1995). Ebenso wie die 
Mikroglia werden auch Astrozyten nach einer Ischämie aktiviert, durchlaufen einen 
morphologischen Wandel und verändern die Expression ihrer Oberflächenmoleküle. Die 
Details der Astrozytenaktivierung werden im Zusammenhang mit der Narbenbildung im 
Gehirn näher erläutert.  
Hirnzellen, die der exzessiven Aktivierung der Glutamatrezeptoren, dem erhöhten 
intrazellulären Kalziumspiegel sowie großen Mengen an freien Radikalen ausgesetzt sind, 
werden dadurch häufig so stark geschädigt, dass sie absterben. Das kann zum einen ein 
nekrotischer (vor allem im Infarktkern) oder ein apoptotischer Tod sein. Im Randgebiet 
von ischämisch geschädigtem Gewebe ist Tage bis Wochen nach dem Infarkt ein 
selektiver Tod von Neuronen zu beobachten, der dem Anschein nach einem 
apoptotischen Mechanismus folgt, wie im Tiermodell gezeigt werden konnte (Braun et al., 
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1996; Manev et al., 1994). Dieser verzögerte Zelltod wird mit der oben beschriebenen 
Entzündungsreaktion in Verbindung gebracht. Die Zellen der Entzündungskaskade setzen 
große Mengen an Zytokinen frei, welche in der Lage sind, Apoptose auszulösen (Witte 
and Stoll, 1997). 
Remote  
Nach einem Schlaganfall weisen auch entfernt vom eigentlichen Infarkt liegende 
Gebiete funktionelle und strukturelle Veränderungen auf. Hervorgerufen werden diese 
Veränderungen vor allem durch Ödembildung und die Peri-Infarkt-Depolarisationen 
(Bidmon et al., 1997; Witte et al., 2000). Wenige Stunden nach der Infarzierung ist eine 
vermehrte Wasseraufnahme ins Hirngewebe zu verzeichnen, was zum Anschwellen der 
Zellen führt. Das anschwellende Gewebe übt auf umliegendes, ungeschädigtes Gewebe 
Druck aus, was wiederum eine Kompression und unter Umständen eine ischämische 
Schädigung (Sekundärinfarkt) dieser Hirnbereiche herbeiführt (Dirnagl et al., 1999). Die 
Ödembildung ist eine der primären Todesursachen nach einem Schlaganfall. Mit Hilfe 
einer Trepanation des Schädels kann dieser sekundäre Schaden weitgehend eingegrenzt 
werden (Witte et al., 2000). Wie in Tiermodellen für fokale Ischämien gezeigt werden 
konnte, führt der durch Peri-Infarkt-Depolarisationen ausgelöste metabolische Stress zu 
veränderter mRNA- und Proteinsynthese wovon verschiedenste Signalkaskaden betroffen 
sind (Comelli et al., 1992; Dietrich et al., 2000; Gass et al., 1992). 
 
Tiermodelle für fokale Ischämien  
Das Ziel der Tiermodelle für Ischämie ist es, die Zufuhr von Sauerstoff und Glukose zum 
Gehirn zu reduzieren und so den Zustand während eines Schlaganfalls nachzuahmen 
(Traystman, 2003). Die verwendeten Tiermodelle können somit nur Teilaspekte der 
Pathophysiologie menschlicher Schlaganfälle wiedergeben, da der menschliche 
Hirninfarkt ätiopathogenetisch sehr heterogen ist. Die Unvollkommenheit der Tiermodelle 
kann einerseits nachteilig sein, vor allem wenn es um die Wirksamkeit von Medikamenten 
geht, kann aber auch als Vorteil gesehen werden. Zur Aufklärung spezifischer 
Einleitung 
15 
Mechanismen, um mögliche Angriffspunkte für Therapien zu finden, erweist sich die 
Unvollkommenheit als nützlich.  
 Ein häufig angewendetes Tiermodell ist der Verschluss der Arteria cerebri media 
(MCAO), was zu einem Infarkt in Striatum und zerebralen Kortex führt (Traystman, 2003). 
Das Ausmaß und die genaue Lokalisation des Infarktkernes hängen von der Dauer des 
Gefäßverschlusses, der Art und dem genauen Punkt (proximale oder distale Arteria 
cerebri media, MCA) des Verschlusses sowie dem kollateralen Blutfluss ab (Traystman, 
2003). Die MCAO wird als das Modell angesehen, das die Charakteristika der häufigsten 
Formen der fokalen Ischämie beim Menschen am besten repräsentiert. Daher werden 
diese Modelle oft für pharmakologische Studien oder zur Charakterisierung von 
schlaganfallassoziierten Genen und Proteinen eingesetzt (Traystman, 2003). Ein 
erheblicher Nachteil der MCAO ist die den methodischen und tierindividuellen 
Schwankungen unterliegende Variabilität der Infarktausprägung und Lokalisation, die die 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschwert. 
 Für einige Untersuchungen hat sich das Modell des photothrombotisch induzierten 
Schlaganfalls (Watson et al., 1985) als vorteilhaft erwiesen. Bei diesem Modell wird der 
photosensitive Farbstoff Bengal Rosa bei gleichzeitiger Belichtung einer spezifischen 
Stelle der Kalotte appliziert. Die so erzeugten Infarkte beschränken sich auf den 
zerebralen Kortex und belassen tiefer gelegene Hirnstrukturen strukturell unversehrt 
(Witte and Stoll, 1997). Die Vorteile dieses Modells sind in der guten Reproduzierbarkeit 
bezüglich Lokalisation und Größe des Infarktes zu sehen, was den Vergleich von 
Ergebnissen erheblich erleichtert. Als nachteilig erweist sich allerdings die sehr schmale 
Penumbra (ca. 500 µm im Rattengehirn, Witte, 1998). Da in der hier vorgelegten Studie 
die Cx43 Expression im Verlauf der Glianarbenbildung sowie im umliegenden (remote) 
Gewebe analysiert werden sollte, wurde dieses Modell für die Untersuchungen gewählt. 
Es gewährleistet die benötigte hohe Reproduzierbarkeit der erzeugten ischämischen 
Läsionen und gibt somit zuverlässige Aussagen bezüglich der Expression von Cx43 in 
den untersuchten Arealen. 
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Astrozyten, ein für lange Zeit unterschätzter Zelltyp   
Astrozyten gehören zur Gruppe der Makroglia. Protoplasmatische Astrozyten sind 
in der grauen Hirnsubstanz zu finden. Ihre zahlreichen Fortsätze breiten sich sternförmig 
um das Soma aus und weisen sehr viele Verzweigungen auf (Abb. 2A). Jeder 
protoplasmatische Astrozyt hat sein eigenes Territorium was nur zu einem sehr geringen 
Grad mit dem Territorium der benachbarten Astrozyten überlappt (Nedergaard et al., 
2003, Abb. 2C, D). Fibröse Astrozyten sind vorwiegend in der weißen Substanz 
anzutreffen, daher findet man ihre Somata oft in Reihen zwischen Axonbündeln 
angeordnet. Die Fortsätze der fibrösen Astrozyten sind häufig parallel zu den Axonen im 
Faserbündel ausgerichtet.  
Abb. 2. A: GFAP gefärbter protoplasmatischer Astrozyt im zerebralen Kortex in der typischen 
Sternform. B: Astrozyt, der mit einem dicken Fortsatz ein Blutgefäß kontaktiert. C: Schematische 
Darstellung der Organisation von Astrozyten in Bezug auf Überlappung der Areale und Kontakte 
mit Blutgefäßen. Es wird deutlich, dass die typische Sternform, wie sie nach z.B. GFAP-
Färbungen sichtbar wird, nicht die wahre Natur der Astrozyten widerspiegelt. Zieht man auch die 
sehr kleinen, GFAP-negativen Fortsätze in Betracht, haben Astrozyten eine eher runde Form (in 
der Grafik soll dies durch die grauen „Blasen“ um die GFAP-positive Gestalt verdeutlicht werden). 
D: GFAP positive (grün) Fortsätze an einem Gefäß (Längsschnitt). Die Grenze der Territorien der 
einzelnen Astrozyten wird in dieser Abbildung besonders deutlich.  
Abb. A, B und D sind Aufnahmen von eigenen Färbungen. Abb. C ist aus Nedergaard et al., 2003. 




Lange Zeit wurde den Astrozyten nur eine untergeordnete Funktion im 
Nervengewebe zuerkannt. Dies spiegelt sich vor allem in der Bezeichnung „Gliazelle“ 
wider. Das Wort Glia stammt vom griechischen Wort gliok ab, welches üblicherweise mit 
Leim übersetzt wird. Entgegen der Meinung, dass Astrozyten nur eine unterstützende 
Funktion haben, weiß man heute, dass ihre Funktion weitaus umfassender ist.  
Phylogenetisch betrachtet, nimmt das Verhältnis von Neuronen zu Astrozyten zu 
Gunsten der Astrozyten zu. Während in Caenorhabditis elegans auf 6 Neurone ein 
Astrozyt kommt, liegt das Verhältnis Neuron : Astrozyt in Nagern bei 3:1 und das 
menschliche Gehirn wird sogar von Astrozyten dominiert (durchschnittlich 1,4 Astrozyten 
pro Neuron; Bass et al., 1971; Nedergaard et al., 2003). Es stellt sich daher die Frage, 
warum sich das Verhältnis Neurone zu Astrozyten im Laufe der Evolution in diese 
Richtung entwickelt hat. Relativ plausibel erscheint es, dass die zunehmende Komplexität 
des neuronalen Netzwerkes ein höheres Maß an Modulationsmöglichkeiten und Kontrolle 
erfordert. Für die Funktion des Modulators und Kontrolleurs scheinen Astrozyten bestens 
geeignet zu sein. Wie eingangs schon erwähnt, zeichnen sich Astrozyten morphologisch 
durch stark verzweigte Fortsätze aus, die ein relativ großes Areal abdecken. Auf diese Art 
haben die Astrozyten die Möglichkeit, Neurone zu „umgarnen“ und gezielt Signale 
abzugeben, die, wie bereits gezeigt werden konnte, modulatorisch auf Synapsen wirken 
(Haydon, 2001; Kang et al., 1998; Newman, 2003). Außerdem scheinen Astrozyten einen 
Einfluss auf die Synaptogenese zu haben. Neurone, die mit Astrozyten co-kultiviert 
wurden, haben siebenmal mehr Synapsen ausgebildet als in reinen Neuronenkulturen 
(Ullian et al., 2001). Adulte Astrozyten haben außerdem das Potential, Neurogenese zu 
induzieren (Song et al., 2002). Astrozyten sind also in der Lage, die mitotische 
Generierung von Neuronen, die Ausbildung des synaptischen Netzwerkes und die 
synaptische Aktivität zu regulieren.  
Astrozyten können keine Aktionspotentiale generieren, auf elektrische Erregung 
reagieren sie nur mit einer passiven Änderung des Membranpotentials. Dennoch 
scheinen Astrozyten miteinander zu kommunizieren. Es konnte gezeigt werden, dass 
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nach Applikation von Glutamat der zytosolische Kalziumgehalt kurzzeitig anstieg und als 
Welle erhöhten Kalziums inter-astrozytär propagiert wurde (Cornell-Bell et al., 1990). 
Angrenzende Neurone reagieren auf diese innerhalb einer Astrozytenpopulation 
propagierten Kalziumwelle selbst mit der Erhöhung ihres intrazellulären Kalziumspiegels 
(Nedergaard, 1994). Aufgrund des momentanen Wissensstandes muss den Astrozyten 
eine durchaus aktive Rolle in der Prozessierung von Informationen im Gehirn zuerkannt 
werden. 
Astrozyten umhüllen die Blutgefäße mit ihren zahlreichen Fortsätzen (Abb. 2B, C 
und D). Welche Funktion ihnen dabei bezüglich der Blut-Hirn-Schranke zukommt, ist noch 
unklar. Vermutlich haben sie aber auch an dieser Stelle eine modulatorische Funktion. In 
Kultur konnte gezeigt werden, dass Astrozyten Faktoren freisetzen, die die Bildung der 
tight junctions in Endothelzellen fördern (Abbott, 2002; Abbott et al., 2006). Die enge 
Verbindung zwischen Gefäßsystem und Astrozyten zeigt schon aus rein anatomischen 
Gründen, dass Glukose nur über Astrozyten zu Neuronen gelangen kann. Ein möglicher 
Mechanismus wäre die Aufnahme von Glukose über spezielle Transporter (Astrozyten 
exprimieren verschiedene Glukosetransporter), deren Umwandlung in Laktat und dessen 
Abgabe an Neurone nach dem Bedarfsprinzip (Tsacopoulos and Magistretti, 1996). Es 
gibt außerdem Hinweise dafür, dass Astrozyten an der aktivitätsabhängigen Regulation 
des lokalen Blutflusses beteiligt sind (Zonta et al., 2003). 
Eine weitere wichtige Aufgabe der Astrozyten ist die Aufrechterhaltung der 
Homeostase des Extrazellulärraumes. Astrozyten sind z.B. in der Lage, das von 
Neuronen freigesetzte Kalium aufzunehmen und über das Zytoplasma miteinander 
verbundener Astrozyten umzuverteilen (Chen and Swanson, 2003; Nagy and Rash, 
2000). Dieser Vorgang wird als „spatial buffering“ bezeichnet und setzt voraus, dass die 
Zellen über so genannte gap junctions miteinander gekoppelt sind. Da die gap junctions 
und deren molekulare Bausteine, die Connexine, speziell das astrozytäre Cx43 in der 
vorgelegten Arbeit eine wichtige Rolle spielen, soll dieser Sachverhalt in einem separaten 
Abschnitt näher beleuchtet werden. Über verschiedene Mechanismen tragen Astrozyten 
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außerdem zur Regulation des pH-Wertes im Extrazellulärraum bei (Coles and Deitmer, 
2005). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Astrozyten auch an der 
Kalziumhomeostase beteiligt sind und den Neurotransmitter Glutamat aufnehmen können 
(Blanc et al., 1998; Rao et al., 2001; Rosenberg, 1991; Rothstein et al., 1996). Die 
Aufrechterhaltung der extrazellulären Homeostase ist die Voraussetzung für die 
Funktionsfähigkeit des neuronalen Netzwerkes unter physiologischen Gegebenheiten. Die 
Wiederherstellung der Homeostase unter pathologischen Bedingungen ist notwendig, um 
Zellen vor dem Untergang zu retten. 
Astrozyten sind also multifunktionelle „housekeeping“-Zellen, durch deren Funktion 
es Neuronen aus phylogenetischer Sicht möglich war, sich ausschließlich auf die 
Prozessierung, Verschlüsselung und Weiterleitung von Information zu spezialisieren. 
 
Narbenbildung im ZNS 
Eine Verletzung des ZNS führt, wie bei allen anderen Organen des Körpers auch, 
zu einer Narbenbildung im betroffenen Bereich. Die Verletzungen können dabei sowohl 
mechanischen Ursprungs sein als auch durch pathophysiologische Ereignisse (z.B. 
ischämische Infarkte) hervorgerufen werden. Eine Narbenbildung wird auch im 
Zusammenhang mit neurologischen Erkrankungen wie Epilepsie, Multipler Sklerose und 
der Alzheimer Erkrankung beobachtet (Aronica et al., 2001; Monnerie et al., 2005; 
Schroeter et al., 1995; Sohl et al., 2000; Stichel et al., 1999). Am komplexen Vorgang der 
Narbenbildung sind sowohl mesodermale Zellen (Fibroblasten, Endothelzellen) als auch 
Gliazellen (Astrozyten, Microglia) beteiligt. Unmittelbar nach einer Verletzung durchlaufen 
Gliazellen in der Umgebung morphologische und funktionelle Veränderungen, die unter 
anderem die erhöhte oder de novo Synthese und Freisetzung von löslichen Faktoren 
(Wachstumsfaktoren, Cytokine, Proteasen) nach sich zieht (Ridet et al., 1997; Stichel and 
Muller, 1998). Aufgrund dieses Wandels erfolgt auch eine Veränderung der 
Zusammensetzung der extrazellulären Matrix. Obwohl verschiedene Gliazelltypen an der 
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Narbenbildung beteiligt sind, spielen die Astrozyten die vorherrschende Rolle (Stichel and 
Muller, 1998). Astroglia reagieren auf Verletzungen mit gesteigerter metabolischer 
Aktivität, Hypertrophie und der Erhöhung von intermediären Filamenten wie dem sauren 
Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein, GFAP), Nestin und Vimentin. In diesem 
Zustand werden die Astrozyten als „reaktiv“ bezeichnet. Die erhöhte Expression der 
intermediären Filamente, insbesondere GFAP, dient als Marker für die Aktivierung der 
Astrozyten (Ridet et al., 1997). Nach verschiedenen Verletzungen im Gehirn konnte 
gezeigt werden, dass reaktive Astrozyten auch teilungsaktiv sind (Lee et al., 2003; Liu and 
Chen, 1994; Norenberg, 2005). Die Ansammlung reaktiver Astrozyten im 
Verletzungsbereich wird in der Literatur als reaktive Gliose, Astrogliose oder Glianarbe 
bezeichnet. Grundsätzlich unterscheidet man zwei verschiedene Ausprägungen der 
Gliose (Ridet et al., 1997). Zum einen führt die Aktivierung der Astrozyten in unmittelbarer 
Läsionsumgebung zu einer Narbenbildung, die die Gewebestruktur bleibend verändert 
(anisomorphe Gliose). Zum anderen findet man distal der Verletzung eine Form der 
astroglialen Aktivierung, die die bestehenden Gewebestrukturen respektiert und nicht 
durch Narbengewebe ersetzt (isomorphe Gliose; Fernaud-Espinosa et al., 1993). Die Art 
und Ausprägung der astrozytären Aktivierung ist sehr stark vom Verletzungstyp und der 
betroffenen Struktur des ZNS abhängig. 
Die Ausbildung einer Glianarbe ist zweischneidig. Einerseits grenzt das 
Narbengewebe verletzte Bereiche, in denen vorwiegend nekrotische und apoptotisch 
Zellen vorkommen, gegenüber intakten Hirnregionen ab und verhindert somit eine 
Ausweitung der Verletzung. Andererseits stellt es gleichzeitig eine sowohl mechanische 
als auch chemische Barriere für axonale Sprossung dar (Stichel et al., 1999). Allerdings 
konnte auch gezeigt werden, dass die an der Narbenbildung beteiligten Zellen Moleküle 
(Zytokine, Wachstumsfaktoren, Adhesionsmoleküle und extrazelluläre Matrix Moleküle) 
freisetzen, welche die Axogenese, Synaptogenese und Neurogenese fördern können 




Gap junctions, Connexine und Connexin 43 
Gap junctions sind die anatomische Grundlage für die elektrische Kommunikation 
zwischen Zellen. Außer den dafür notwendigen Ionen können über gap junction Kanäle 
auch Metabolite, second messenger Moleküle inbegriffen, mit einer Größe bis zu 1 kDA 
zwischen Zellen ausgetauscht werden (Dermietzel and Hofstadter, 1998; Dermietzel and 
Spray, 1993). Zellen, die über gap junctions miteinander verbunden sind, stellen eine 
Einheit dar, die man funktionelles Synzytium nennt. Das wohl beeindruckendste Beispiel 
ist die Vernetzung der Myozyten im Herz (Beyer et al., 1987), aber auch im ZNS ist die 
Kommunikation von Zellen über gap junctions unabdingbar. Die molekularen Bausteine 
der gap junction Kanäle sind die Connexine. Sechs transmembranale Connexinmoleküle 
bilden einen Hemi-Kanal, der mit einem weiteren Hemikanal in einer angrenzenden 
Zellmembran einen gap junction Kanal bilden kann (Zahs et al., 2003, Abb. 3). Dies kann 
sowohl zwischen Membranabschnitten derselben Zelle als auch mit benachbarten Zellen 
stattfinden. In der Maus konnten bisher 20 Gene identifiziert werden, die für Connexine 
kodieren (Goodenough and Paul, 2003). Die Nomenklatur der Connexine bezieht sich auf 
das Molekulargewicht der zugehörigen Proteine (Beyer et al., 1987).  
In Astrozyten werden gap junctions durch Connexin 43, Connexin 30 und 
Connexin 26 gebildet, wobei Cx43 in vielen Hirnbereichen dominiert (Nagy et al., 2004; 
Rash et al., 2001a; Rash et al., 2001b). Connexin 43 scheint im Gehirn ausschließlich in 
Abb. 3. Organisation von Connexinen zu 
Connexon (Hemikanal) und interzellulärem 
Kanal. Gap junctions sind Ansammlungen von 
mehreren interzellulären Kanälen. Die Kanäle 
überbrücken den etwa 3 nm breiten 
interzellulären Spalt und verbinden somit das 
Zytoplasma von Zelle eins mit dem Zytoplasma 





den Astrozyten exprimiert zu werden (Rash et al., 2000), auf den gesamten Organismus 
bezogen ist es ubiquitär in fast allen Organen und Geweben anzutreffen (Dermietzel and 
Spray, 1993). 
Während der Hirnentwicklung spielt Cx43 eine Rolle bei der Proliferation, Migration 
und Differenzierung von Zellen. Dies konnte an Kulturen von neuralen Progenitorzellen 
gezeigt werden (Cheng et al., 2004; Duval et al., 2002; Scemes et al., 2003). Auch unter 
pathophysiologischen Bedingungen scheint Cx43 auch eine wichtige Funktion zu haben. 
So konnte gezeigt werden, dass Cx43 eine Toleranz gegenüber ischämischen Stress 
vermittelt (Lin et al., 2003; Nakase et al., 2003a; Nakase et al., 2003b; Nakase et al., 
2004; Naus et al., 2001). Desweiteren haben Untersuchungen an malignen Gliomen 
gezeigt, dass für das aggressive Wachstum und die invasive Verbreitung Cx43 von 
Bedeutung ist (Lin et al., 2002). Allerdings sind nicht alle Cx43 vermittelte Prozesse an 
eine funktionelle Kopplung gebunden. Während die Kopplung der Zellen über Cx43 bei 
der Proliferation neuraler Vorläuferzellen notwendig ist (Cheng et al., 2004, Duval et al., 
2002), ist die zellschützende Wirkung zwar an die Integration der Moleküle in die 
Zellmembran gebunden, wird aber auch bei nicht vorhandener Kopplung der Kanäle 
realisiert (Lin et al., 2003). Die invasive Wanderung maligner Gliome setzt eine Kopplung 
voraus, während die Adhäsion und zelluläre Aggregation der Gliomzellen unabhängig von 
einer Kopplung über Cx43 stattfindet (Lin et al., 2002).  
Die Kopplung von Astrozyten wird pathophysiologisch, vor allem im Bezug auf die 
oben erläuterte Narbenbildung, kontrovers diskutiert. Da die Narbe die Grenze zwischen 
geschädigtem und gesundem Gewebe darstellt, wird eine funktionelle Kopplung dieser 
Bereiche für den so genannten „kiss of death“ (sekundäre Gewebsschädigung durch 
apoptotische Prozesse) verantwortlich gemacht (Fonseca et al., 2002; Frantseva et al., 
2002a; Lin et al., 1998; Rami et al., 2001). Diese Theorie wird durch pharmakologische 
Untersuchungen gestützt. So führte z.B. die Blockierung von gap junctions mit Octanol zu 
einem signifikant kleinerem Infarktvolumen nach Ischämie (Rawanduzy et al., 1997). 
Andere Untersuchungen stützen dagegen den „good samaritan effect“ der funktionellen 
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Kopplung von Astrozyten. So konnte z.B. gezeigt werden, dass die Stresstoleranz von 
Zellen erhöht war, wenn eine Kopplung der Zellen vorlag (Blanc et al., 1998; Lin et al., 
2003). Untersuchungen an transgenen Mäusen bestätigen diese Theorie. Mäuse mit 
Cx43 defizienten Astrozyten zeigten nach einer fokalen Ischämie ein vergrößertes 
Infarktvolumen sowie gesteigerte Inflammation und Apoptose (Nakase et al., 2004).  
Fragestellungen der Studie 
Mechanische Verletzungen, pathophysiologische Ereignisse und neurologische 
Erkrankungen des Gehirns führen zu einer Narbenbildung (Aronica et al., 2001; Monnerie 
et al., 2005; Schroeter et al., 1995; Sohl et al., 2000; Stichel et al., 1999). Reaktive 
Astrozyten sind wichtige Komponenten einer solchen Narbe (Stichel and Muller, 1998). 
Unter verschiedenen pathophysiologischen Bedingungen und Erkrankungen des ZNS 
zeigten reaktive Astrozyten eine veränderte Expression von Cx43 (Aronica et al., 2001; 
Fonseca et al., 2002; Hossain et al., 1994b; Naus et al., 1991; Rohlmann et al., 1993). 
Daraus ergab sich die Hypothese, dass die Expression von Cx43 in reaktiven Astrozyten 
der Glianarbe nach einem fokalen ischämischen Infarkt verändert ist. Methodisch wurde 
dieser Hypothese am Modell der Photothrombose, die zu einer kompakten und räumlich 
begrenzten Glianarbe führt, nachgegangen. Die Expression von Cx43 mRNA wurde 
mittels in situ Hybridisierung und real time RT-PCR untersucht, die des Proteins mit 
Immunhistochemie. Ob diese Regulation einer Dynamik unterliegt, wurde anhand einer 
Zeitreihe von Tag 1 bis Tag 120 nach Induktion der Ischämie analysiert.  
In der Literatur ist beschrieben, dass reaktive Astrozyten in der näheren 
Umgebung einer Hirnverletzung teilungsaktiv sind (Lee et al., 2003; Liu and Chen, 1994; 
Norenberg, 2005). Daraus ergab sich die Hypothese, dass reaktive Astrozyten der 
Glianarbe nach einer fokalen Ischämie proliferativ aktiv sind. Um dieser Hypothese 
nachzugehen, wurde Tieren nach Induktion der Ischämie das Thymidin-Analogon BrdU 
appliziert. Teilungsaktive Astrozyten wurden mittels Co-Lokalisation von BrdU und S100β 
(einem astrozytären Marker) identifiziert.  
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Untersuchungen an Kulturen von neuronalen Progenitorzellen zeigten, dass Cx43 
während der Entwicklung die Proliferation, Differenzierung und Migration der 
Progenitorzellen beeinflusste (Cheng et al., 2004; Duval et al., 2002; Scemes et al., 
2003). Aus diesem Literaturbefund ergab sich die Hypothese, dass Cx43 auch die 
Proliferation und Migration der an der Glianarbe beteiligten Astrozyten beeinflusst. Um 
dem nachzugehen, wurden in einem ersten Schritt die ab Tag 14 nach Induktion der 
Ischämie nachgewiesenen reaktiven Astrozyten am Boden der ischämischen Läsion und 
im Strom zwischen dem lateralen Ventrikel und der Läsion auf die Expression von Cx43 
und die Teilungsaktivität untersucht.  
Nach einem Schlaganfall weisen auch entfernt vom Infarktkern liegende Gebiete 
funktionelle und strukturelle Veränderungen auf. Hervorgerufen werden diese 
Veränderungen vor allem durch Ödembildung und Peri-Infarkt-Depolarisationen (Witte et 
al., 2000). Wie in Tiermodellen für fokale Ischämien gezeigt werden konnte, führte der 
durch Peri-Infarkt-Depolarisationen ausgelöste metabolische Stress zu veränderter 
mRNA- und Proteinsynthese (Comelli et al., 1992; Dietrich et al., 2000; Gass et al., 1992). 
Daraus ergab sich die Hypothese, dass die Expression von Cx43 auch in entfernt vom 
Infarktkern liegenden Arealen Veränderungen unterliegt. Im Hinblick darauf wurde die 
Expression von Cx43 im primären und sekundären somatosensorischen Kortex sowie im 
Hippokampus mittels in situ Hybridisierung, real time RT-PCR und Immunhistochemie 
analysiert. Ob diese Regulation eine zeitliche Dynamik aufweist, wurde in einer Zeitreihe 
von Tag 1 bis Tag 120 nach Induktion der Ischämie untersucht. 
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Material und Methoden 
Induktion fokaler kortikaler Ischämien mittels Photothrombose 
Versuchstiere 
Die Versuche wurden an adulten männlichen Wistar-Ratten mit einem 
Körpergewicht von 270-300 g durchgeführt. Die Tiere entstammten der Eigenzucht der 
Tierversuchsanlage, in der sie spezifisch pathogenfrei unter folgenden konstanten 
Bedingungen gehalten wurden: 22-24 °C Raumtemperatur, 60-80 % relative 
Luftfeuchtigkeit bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von je 12 h. Das Futter, welches aus 
Altromin (pelletiertes Trockenfutter) und angesäuertem Wasser bestand, war den Tieren 
ad libitum zugänglich.  
Anästhesie und Temperaturkontrolle 
Die Eingriffe zur Induktion der Photothrombose wurden unter Vollnarkose 
durchgeführt. Zur Einleitung der Narkose wurden die Tiere zunächst in einen Glaszylinder 
gesetzt, der mit einem Gasgemisch aus Lachgas (N20) und Sauerstoff (O2) im Verhältnis 
2:1 und 2,5 % (V/V) Isofluran geflutet war. Danach wurden die Tiere mit einer 
Inhalationsmaske versehen und an den hinteren Extremitäten fixiert. Während des 
gesamten Eingriffes wurde der Isoflurananteil im Inhalationsmedium auf 2,5 % gehalten. 
Die Kontrolle der Körpertemperatur erfolgte mit einem elektronischen Thermofühler über 
den eine Heizdecke bzw. Heizwanne reguliert wurde. Nach Beendigung des Eingriffes 
wurden die Tiere zum Aufwachen in einen separaten Käfig gelegt. 
Induktion photothrombotischer Infarkte 
Als Modell zur Induktion ischämischer Infarkte diente die Photothrombose (Watson 
et al., 1985). Die Versuchstiere wurden, wie beschrieben, anästhesiert und in Narkose 
gehalten. Im linken Leistenbereich wurde die Femoralvene freipräpariert und ein Katheter 
eingeführt. Danach wurden die Tiere abdominal in einer Heizwanne gelagert und der Kopf 
in einem stereotaktischen Rahmen fixiert. Anschließend wurde die Kopfhaut mit einem 
Skalpell geöffnet und die Kalotte freipräpariert. Der Mittelpunkt zwischen Bregma und 
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Lambda wurde stereotaktisch ermittelt (Abb. 4A) und die punktförmige Kaltlichtquelle (KL 
1500, Schott, Deutschland, Durchmesser 1,5 mm) wurde 4 mm lateral vom ermittelten 
Mittelpunkt auf die Kalotte aufgesetzt. Während der ersten Minute der Belichtung wurde 
der fotosensitive Farbstoff Bengal Rosa (Dinatriumsalz des 3,4,5,6,-Tetrachloro-2‘,4‘,5‘,7‘-
tetrajodofluorescein, 1,3 mg/100 mg Körpergewicht, 10 mg/ml in 0.9 %iger NaCl-Lösung) 
über den Femoralkatheter injiziert (Abb. 4A). Die Belichtungszeit betrug 20 min. Durch 
Lichteinwirkung auf das Bengal Rosa kommt es zu einer Freisetzung von 
Sauerstoffradikalen, die wiederum zu einer Endothelschädigung und einer daraus 
resultierenden Thrombozytenaggregation führt. Der Blutfluss wird in den betroffenen 
Gefäßen dauerhaft behindert, wodurch eine irreversible ischämische Schädigung des 
Gewebes im Versorgungsgebiet eintritt. Nach Beendigung des Eingriffes wurden die 
Wunden mit chirurgischem Nahtmaterial geschlossen und die Tiere in den Aufwachkäfig 
gelegt. Bei schein-operierten Tieren (sham) wurden die gleichen Eingriffe vorgenommen, 
ohne dass die Kaltlichtquelle eingeschalten war. 
Markierung teilungsaktiver Zellen mittels Bromodesoxyuridin-Applikation 
 Bromodesoxyuridin (5-Bromo-2’desoxy-Uridin, BrdU) ist ein Thymidin-Analogon, 
das während der S-Phase des Zellzyklus kompetetiv in die DNA eingebaut wird. Somit 
stellt es ein Werkzeug zur Markierung von sich in Teilung befindlichen Zellen dar. Nach 
Induktion der photothrombotischen Infarkte bekamen 3 Tiere von Tag 8 bis 13 eine 
tägliche intraperitoneale Injektion BrdU (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, 
50 mg/kg Körpergewicht in 0,9 %iger NaCl-Lösung). Diese Tiere wurden am Tag 14 
getötet und das Gewebe wie im nachfolgenden Abschnitt beschrieben für 
immunhistochemische Prozessierung aufgearbeitet.  





Aufarbeitung des Gewebes 
Tiere mit fokalen kortikalen Läsionen wurden am Tag 1, 3 (n=5, jeweils), 7 (n=10), 
14, 30, 60 und 120 (n=5, jeweils) nach Induktion der Ischämie getötet. Sham-operierte 
Tiere (n=10) wurden am Tag 7 prozessiert. Die Tiere wurden in einer tiefen 
Isoflurannarkose auf den Rücken in eine Wanne gelegt und an den Extremitäten fixiert. 
Die Bauchdecke wurde bis zum Sternum durch einen Medianschnitt geöffnet. Danach 
wurden der Brustraum und das Herz durch Durchtrennung der Rippen freigelegt. Das 
Herz wurde mittels einer Klemme fixiert und mit einem spitzen Skalpell im rechten Vorhof 
punktiert. Durch diese Öffnung wurde eine Sonde in den linken Ventrikel bis in die Aorta 
ascendens eingeführt.  
Abb. 4. A: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Induktion photothrombotischer 
Infarkte bei Ratten. Zeichnung des Schädels einer Ratte mit Kennzeichnung von Bregma und 
Lambda (oben links). B: Schematische Darstellung (links) eines koronalen Hirnschnittes mit 
photothrombotischer Läsion. Die beschrifteten Areale wurden nach in situ Hybridisierung und 
Immunhistochemie ausgewertet. Koronaler Hirnschnitt am Tag 7 nach Induktion der 
Photothrombose mit einem Neuronen spezifischen Marker (NeuN) gefärbt (rechte Abbildung). 
HL, Hinterpfotenareal; Par1, primäerer somatosensorischer Kortex; Par2, sekundärer 
somatosensorischer Kortex; HC, Hippokampus. Maßbalken: 2 mm. 
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Mit Hilfe einer Perfusionspumpe wurden die Tiere 2 min mit PBS (pH 7,4) und weitere 
10 min mit 4 % PFA perfundiert (35 ml/min). Danach wurden die Gehirne entnommen und 
5 h in 4 % PFA bei 4 °C nachfixiert und nachfolgend in 30 %iger Saccharose Lösung 
cryoprotektiert. Das Gewebe wurde anschließend in 2-Methylbutan bei –30 °C 
schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Mittels 
Gefriermikrotom (HM400, Walldorf, Deutschland) wurden 30 µm koronale Schnitte 
angefertigt, die bei -20 °C in anti-freeze-Puffer (pH 7,4, Tabelle 1) aufbewahrt wurden. 
Visualisierung mit Diaminobenzidin 
Je 2 Schnitte pro Tier wurden sechsmal in TBS (pH 7,4) mit 0,2 % Triton X-100 
(TBS plus) gewaschen. Durch 30-minütige Behandlung mit 0,25 % H2O2 in TBS plus 
wurde die endogene Peroxidase deaktiviert. Nach weiterem dreimaligen Waschen in TBS 
plus wurden die Schnitte für 1 h in TBS plus mit 3 % Serum der Spezies, aus dem der 
sekundäre Antikörper stammt, inkubiert. Danach wurden die Schnitte für 16 h in einer 
feuchten Kammer mit den primären Antikörpern gegen Cx43 (Zymed, Tabelle 2) oder 
gegen GFAP (Chemicon, Tabelle 2) in TBS plus mit Serum inkubiert. Die ungebundenen 
Antikörper wurden durch dreimaliges Waschen in TBS plus entfernt. Anschließend 
wurden die Schnitte in TBS plus mit Serum und den Biotin-konjugierten sekundären 
Antikörpern (Tabelle 2) überführt und für 1,5 h inkubiert. Die Immunreaktion wurde mittels 
Vectastain Elite ABC Kit (Vector Laboratories, USA) in Kombination mit 3,3’-
Diaminobenzidin (DAB; Sigma-Aldrich, München, Deutschland) als Substrat für die 
Peroxidase visualisiert. 
Semiquantitative Analyse der Immunreaktivität von Connexin 43 
Mit einer CCD-Kamera (YG 9220, Mandi, Opto- und Spezial Elektronik GmbH, 
Deutschland) wurden von jedem einzelnen Hirnschnitt Bilder aufgenommen und als TIF-
Datei gespeichert. Die Schwarz-Weiss-Aufnahmen wurden dabei vom Programm Scion 
Image (NIH) farbkodiert. Den Grauwerten wurde hierzu ein kontinuierliches Farbspektrum 
von Rot für den dunkelsten Grauwert bis Schwarz für den hellsten Grauwert zugewiesen 
(Farbskala und repräsentative Aufnahmen Abb. 5A). Die optische Dichte, als Maß für die 
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Intensität der Färbung, wurde anschließend für die kortikalen Areale Par1 und Par2 
bestimmt.  
Zur Bestimmung der Immunreaktivität der einzelnen hippokampalen Strata wurde 
der Hippokampus mit einer Axiocam Kamera (Carl Zeiss AG) über ein Axioplan 2 
Mikroskop (Carl Zeiss AG) aufgenommen. Die als TIF-Datei gespeicherten Bilder wurden 
in das Programm Scion Image (NIH) importiert und der gesamte Hippokampus oder das 
Stratum Oriens mit dem “free hand selection tool” umfahren. Danach wurde der 
durchschnittliche Grauwert des jeweils ausgewerteten Gebietes von der Software 
errechnet. Im Rahmen einer medizinischen Doktorarbeit unserer Arbeitsgruppe wurde die 
Expression von Cx43 Protein am Tag 7 nach Photothrombose im Hippokampus 
untersucht. Die Auswertung der einzelnen Strata ergab eine stabile Immunreaktivität mit 
Ausnahme des Stratum Oriens der CA1. Daher beschränkte sich die Auswertung der 
Immunreaktivität bezüglich des Hippokampus in der hier vorgelegten Arbeit auf das 
Stratum Oriens. 
Immunfluoreszenz für konfokale Mikroskopie/ BrdU Färbung 
Um die Zellen, die Cx43 Protein exprimieren, näher zu charakterisieren, wurden 
die Hirnschnitte mit folgenden primären Antikörpern (detailierte Angaben siehe Tabelle 2) 
in unterschiedlichen Kombinationen inkubiert: anti BrdU (Oxford Biotechnologies), anti 
GFAP (Advanced Immunochemicals), anti Cx43 (Sigma), anti S100ß (Swant), anti NeuN 
(Chemicon) und anti Nestin (Chemicon). Für Markierungen mit BrdU-Antikörpern wurden 
die Schnitte mit 2 N HCl für 30 min bei 37 °C behandelt und anschließend für 10 min in 
0.1 M Borsäure (pH 8,5) gewaschen. Die Hirnschnitte wurden wie oben beschrieben mit 
primären Antikörpern in TBS plus mit Serum inkubiert. Abschließend wurden die 
Hirnschnitte in TBS plus mit den jeweiligen sekundären Antikörpern inkubiert (Alexa Fluor 
488-conjugated donkey anti mouse, Rhodamin Red-X-conjugated donkey anti rat, 
Rhodamin Red-X-conjugated donkey anti guinea pig, Alexa Fluor 488-conjugated goat 
anti guinea pig, Rhodamin Red-X- conjugated donkey anti mouse IgM, Tabelle 2). Die 
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fluoreszenz-markierten Hirnschnitte wurden mit einem konfokalen Laser Scanning 
Mikroskop (LSM 510 Meta, Carl Zeiss AG) ausgewertet.  
Bestimmung der Anzahl BrdU-positiver Astrozyten 
Für die Bestimmung der Anzahl BrdU-positiver Astrozyten im Zellband am Boden 
der Läsion wurde die Doppelmarkierung mit dem astrozytären Marker S100β gewählt. 
Dieses Protein ist vorwiegend im Zytosol des Soma lokalisiert. Daher ist die Markierung 
mit S100β zur Co-Lokalisierung mit BrdU-positiven Zellkernen besser geeignet als z.B. 
das Intermediärfilament GFAP, was hauptsächlich die astrozytären Fortsätze färbt. 
Jeweils ein Schnitt der BrdU-behandelten Tiere (n=3) wurde, wie im vorherigen Abschnitt 
beschrieben, für die Fluoreszenzmarkierung für BrdU und S100β prozessiert. Mit einem 
konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM 510 Meta, Carl Zeiss AG) wurden z-Stack-
Aufnahmen (3-dimensionale Rekonstruktionen) vom Band am Boden der Läsion gemacht. 
BrdU-positive Zellkerne, die mit S100β co-lokalisierten, wurden gezählt. Je Hirnschnitt 
wurden 2 Aufnahmen ausgewertet, die Werte pro Schnitt gemittelt und anschließend das 
Gesamtmittel ± SEM berechnet. 
In situ Hybridisierung 
Aufarbeitung des Gewebes 
Die Tiere wurden am Tag 1, 3 (jeweils 5 Tiere), 7 (10 Tiere), 14, 30, 60 und 120 
(jeweils 5 Tiere) nach Induktion des Infarktes in tiefe Isoflurannarkose versetzt und rasch 
dekapitiert. Die Gehirne wurden entnommen und sofort in Isopentan bei -30 °C 
eingefroren. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde das Gewebe bei -80 °C gelagert. Mit 
Hilfe eines Kryostaten (Leica, Bensheim, Deutschland) wurden 12 µm koronale Schnitte 
angefertigt. Jeweils 2 Schnitte wurden auf einen Superfrost-Plus Objekträger (Fisher 
Scientific, Deutschland) aufgenommen und für 15 min bei 37 °C getrocknet. Bis zur 
Hybridisierung wurden die Objekträger bei -80 °C aufbewahrt. 
Herstellung von RNA Sonden 
Für die Amplifikation von Cx43 PCR-Fragmenten wurden mit Hilfe der Software 
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi) und der publizierten Sequenz 
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der mRNA spezifische Primer abgeleitet (NCBI Datenbank Nummer: NM_012567.2, 
Tabelle 3, Beyer et al., 1987). Die PCR Fragmente wurden aus einer Ratten-cDNA 
generiert und in den pCRII-TOPO Vektor (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
kloniert. Die Identität und Orientierung des Inserts wurden mittels Sequenzierung der 
Firma JenaGen GmbH (Jena, Deutschland) bestimmt. Die klonierte Sequenz konnte 
durch einen Vergleich mit der NCBI Datenbank als Cx43 Fragment identifiziert werden. Im 
Folgenden diente der Vektor als Matrize für die Erstellung von PCR Produkten, die sowohl 
die Sequenz von Cx43 als auch die Bindungsstelle für die SP6 RNA-Polymerase 
enthielten. Dieses PCR Produkt wurde mit dem PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, 
Hilden, Germany) aufgereinigt und diente als Matrize für die Synthese der Digoxigenin 
(DIG) markierten RNA Sonden mit dem DIG-RNA-Labeling Kit (Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, Deutschland). Nachfolgend wurden die Sonden mittels alkalischer Hydrolyse 
(50 mM NaHCO3, 90 mM Na2CO3) in etwa 200 bp große Fragmente zerkleinert, um die 
Penetration der Sonde ins Gewebe zu erleichtern. Die Qualität des Gesamttranskriptes 
als auch der hydrolysierten Sonde wurde mit einem denaturierenden Agarose-Gel 
überprüft. Die Effizienz des Digoxigenin-Einbaus wurde mittels Dot-Blot untersucht. Dabei 
wurde das Protokoll der Firma Roche genau befolgt.  
Vorbehandlung der Schnitte und Hybridisierung 
Zuerst wurden die Kryostatschnitte in 4 %igem PFA fixiert. Danach wurde das 
Gewebe in 0.2 M HCl permeabel gemacht. Anschließend wurden positive Moleküle in 
0.1 M Triethanolamin mit 0.25 % Essigsäure-Anhydrit neutralisiert, um eine unspezifische 
Anheftung der RNA-Sonden zu verhindern. Zur Hybridisierung wurden 110 µl 
Hybidisierungspuffer (Tabelle 1) mit RNA Sonde jeweils auf die Objektträger aufgebracht 
und bei 55 °C für 16 h inkubiert. Die geeignete Sondenmenge zur Erzeugung eines 
auswertbaren Signals war vorher in einer Konzentrationsreihe bestimmt worden.  
Waschschritte, Antikörper-Inkubation und Farbentwicklung 
Die ungebundene Sonde wurde in mehreren Schritten in einer Konzentrationsreihe 
von Trinatriumcitratpuffern, die alle 0.1 % Natriumdodecylsulfat enthielten, wie folgt 
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gewaschen: 10 min in 1 x SSC, zwei mal 15 min in 0.2 x SSC, zwei mal 45 min in 
0.1 x SSC bei 50 °C und 5 min in 2 x SSC. Für den immunhistochemischen Nachweis der 
DIG-markierten Sonden wurden die Objektträger zuerst in TBS (pH 7,5, Tabelle 1) für 
10 min gewaschen und danach für 1 h in Blockinglösung (TBS, pH 7,5 mit 0.5 % Blocking-
Reagenz, Roche) inkubiert. Anschließend wurden die Objektträger für 1,5 h in 
Blockinglösung, die mit Alkalischer Phosphatase konjugierte Antikörper gegen DIG 
(Roche, Tabelle 2) enthielten, inkubiert. Daran schloss sich ein dreimaliges Waschen in 
TBS (pH 7,5), gefolgt von einer fünf-minütigen Inkubation in Detektionspuffer (Tabelle 1), 
an. Die Farbreaktion erfolgte mit NBT/BCIP (Roche), einem Substrat für die Alkalische 
Phosphatase, in Detektionspuffer (20 µl NBT/BCIP Stocklösung in 1 ml Puffer) während 
einer lauen Vollmondnacht bei 30 °C. Am nächsten Morgen wurden die Objektträger unter 
fließendem destilliertem Wasser für 30 min abgespült, getrocknet und in Entellan (Merck 
KGaA, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt.  
Software gestützte Imageanalyse 
Lichtmikroskopische Untersuchungen wurden mit einem Axioplan 2 Mikroskop 
(Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland), welches mit einer Axiocam Digitalkamera 
(Carl Zeiss AG) ausgerüstet war, durchgeführt. Mittels Software gestützter Imageanalyse 
wurden die post-ischämischen Veränderungen bezüglich der Anzahl der 
Cx43 mRNA-positiven Zellen untersucht. In einem definierten Sektor, der alle kortikalen 
Schichten umfasste, wurde die Zellzahl im primären somatosensorischen (Par1) und 
sekundären somatosensorischen Kortex (Par2, Fig. 4B) bestimmt. Um post-ischämische 
Veränderungen im Hippokampus zu erfassen, wurden folgende Strata separat untersucht: 
CA1: Pyramidenzellschicht (PCL), Stratum Oriens (O), Stratum Radiatum/Lacunosum 
Moleculare (R/LM); CA3: PCL; Area Dentata: Körnerzellschicht (GCL), Stratum 
Moleculare (ML), Hilus (H). Die zu untersuchenden Gebiete wurden mit der Axiocam und 
der Axiovision Software aufgenommen und als TIF-Dateien gespeichert. Jede Datei 
wurde einzeln in die Scion Image Software (NIH, USA) importiert. Mit dem “Freehand 
Selection Tool” der Software wurden die kortikalen Gebiete bzw. die hippokampalen 
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Strata markiert und die Fläche des markierten Areals in mm2 gemessen. Im 
Auswertemodus der Software wurden Zellen, deren Pixel einen Grauwert von >150 (auf 
einer Skala von 0 bis 255) aufwiesen, rot markiert und automatisch gezählt. Der 
Durchmesser der gezählten Zellen betrug 10-20 µm. Für jedes ausgewertete Gebiet 
wurden die Zellzahlen pro mm2 bestimmt und der prozentuale Unterschied zwischen ipsi- 
und contralateral für jedes Tier berechnet und für jeden Zeitpunkt nach Ischämie gemittelt. 
Die ermittelten Daten der Tiere, die 7 Tage nach Ischämie getötet wurden, wurden mit 
den Daten der Sham-Tiere verglichen (t-Test). 
In situ Hybridisierung mit gekoppelter Immunhistochemie für GFAP 
Zur Doppelmarkierung für Cx43 mRNA und GFAP wurden die Hirnschnitte wie für 
in situ Hybridisierung beschrieben prozessiert. Nach dem Waschen in 
Trinatriumcitratpuffern wurden die Hirnschnitte in Blockingpuffer mit anti DIG Antikörpern 
(Roche, Tabelle 2) und anti GFAP Antikörpern (Chemicon, Tabelle 2) für 2 h inkubiert. 
Danach wurden die Gewebeschnitte in TBS (pH 7,5) mit 0.05 % Tween 20 gewaschen. 
Anschließend erfolgte eine 30-minütige Inkubation mit Alexa Fluor 488-konjugierten 
sekundären Antikörpern (Tabelle 2) und HNPP/Fast Red (2-hydroxy-3-naphtoic acid-2’-
phenylanilide phosphate / Fast Red, 1:100, HNPP Fluorescent Detection Set, Roche) in 
Detektionspuffer (pH 8, Tabelle 1). Nach Waschen in TBS mit 0.05 % Tween 20 wurde 
eben beschriebener Inkubationsschritt wiederholt. Abschließend wurden die Schnitte mit 
Wasser abgespült und in Moviol (Sigma-Aldrich, Germany) eingebettet. Die Auswertung 
erfolgte mit einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM 510 Meta, Carl Zeiss AG).  
Real time RT-PCR 
Isolation von Gesamt- RNA und cDNA-Synthese 
Das Gewebe zur Isolation von Gesamt-RNA wurde am Tag 1 (n = 5) oder Tag 7 
(n = 5) nach Induktion der Photothrombose wie folgt entnommen. Tiere in tiefer Isofluran-
Narkose wurden dekapitiert und die Hirne präpariert. Koronale Hirnschnitte von 1 mm 
(Bregma -4,3 bis -3,3) wurden auf einer gekühlten Unterlage platziert und mittels Skalpell 
der somatosensorische Kortex und das infarzierte Hinterpfotenareal (nur am Tag 7) 
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entnommen. Auf der contralateralen Hemisphäre wurden die homotopen Areale 
präpariert. Das entnommene Gewebe wurde sofort schockgefroren. Für die Isolation von 
Gesamt-RNA wurde 1 ml QIAzol Lysis Reagent (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) auf 
das gefrorene Gewebe gegeben. Anschließend wurde das Gewebe mit einem Rotor-
Stator-Homogenisator (MICCRA D-1, ART-moderne Labortechnik, Mühlheim, 
Deutschland) homogenisiert und die Gesamt-RNA mit dem RNeasy Lipid Tissue Mini Kit 
(Qiagen) isoliert. Die RNA Konzentration wurde mittels optischer Dichtemessung bei 
260 nm mit einem Spektrophotometer (ND-1000, NanoDrop Technologies, USA) 
bestimmt. Qualität und Integrität wurden auf einem denaturierenden Agarose-Gel 
überprüft. Je 1 µg Gesamt-RNA wurde eingesetzt, um mittels reverser Transkriptase 
cDNA’s zu generieren. Die cDNA wurde mit dem QuantiTect Reverse Transcription Kit 
(Qiagen) generiert, wobei im initialen Schritt der Verdau der genomische DNA erfolgte.  
Real time RT-PCR mit SYBR-Green I 
PCR Produkte wurden mit dem iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, 
USA) synthetisiert und der Reaktionsverlauf in Echtzeit (real time) mit dem iCycler 
Detektionssystem (Bio-Rad) aufgezeichnet. Jeder SYBR Green Reaktionsansatz (20 µl) 
enthielt 1 µl Template, 0.2 µM forward Primer, 0.2 µM reverse Primer (Tabelle 3). 
Folgendes Protokoll wurde für die Amplifikation von Cx43 und das Referenz-Gen GAPDH 
(Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase) angewandt: 95 °C für 30 s, 59 °C für 30 s, 
72 °C für 30 s; 40 Zyklen. Die Fluoreszenzspektren der PCR Reaktionen wurden während 
der Elongationsphase (72 °C-Schritt) jedes Zyklus aufgezeichnet. Um auf Kontamination 
mit genomischer DNA zu testen, wurde Gesamt-RNA als Matrize eingesetzt, wobei kein 
PCR-Produkt detektiert wurde. Die Verwendung von Intron-überspannenden Primern für 
das Referenzgen GAPDH lieferte einen weiteren Beweis für die Abwesenheit 
genomischer DNA (nur ein Produkt wurde in der Schmelzkurvenanalyse detektiert). Zur 
Bestimmung der Effizienz der PCR-Reaktionen wurde eine externe Standard-Reihe 
verwendet. Dafür wurden PCR-Produkte für Cx43 und GAPDH synthetisiert und die 
Amplifikate mit Hilfe des PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt. Ausgehend von 
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10 ng/µl wurde eine serielle Verdünnungsreihe in fünfer Schritten angefertigt und in 
Triplikaten eingesetzt. Die Spezifität und Reproduzierbarkeit der PCR-Reaktion wurde in 
je 3 unabhängigen Läufen und mittels Blindprobe (Wasser) überprüft.  
Relative Quantifizierung der real time RT-PCR 
Die Daten der real time RT-PCR Reaktionen wurden mit Hilfe der Pfaffl Formel 
ausgewertet (Pfaffl, 2001). Dabei wurde die post-ischämische Veränderung der Cx43 
Expression bezüglich des Referenzgenes GAPDH berechnet. Die relative 
Expressionsrate (R) von Cx43 wurde aus der Differenz der crossing points (CP) zur Basis 
der PCR Effizienz (E) bezüglich GAPDH berechnet:  
R = (ECx43)ΔCPCx43(contra - ipsi) / (EGAPDH)ΔCPGAPDH (contra - ipsi) 
Die PCR Effizienz jedes Laufes wurde aus dem Anstieg der jeweiligen Standardkurve wie 
folgt berechnet: E = 10 (-1/Anstieg). Der CP einer Fluoreszenzkurve ist definiert als der Wert, 
an dem die Fluoreszenz in der exponentiellen Phase der Reaktion deutlich über der 






Photothrombotisch induzierte fokale ischämische Infarkte 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Tiere wiesen einen Infarkt auf, der sich auf das 
Hinterpfotenareal des zerebralen Kortex beschränkte und das darunter liegende Corpus 
Callosum intakt ließ (Abb. 4B). Die ischämischen Läsionen hatten einen mittleren 
Durchmesser von 1,9 ± 0,1 mm (gemessen am Tag 7). Sham-operierte Tiere zeigten 
keine strukturellen Veränderungen. 
 
Glianarbenbildung nach Photothrombose 
Dynamik der Glianarbe 
Die mit anti-GFAP Antikörpern gefärbten Hirnschnitte zeigten Astrozyten in ihrer 
typischen sternförmigen Form im gesamten Hirn (Abb. 2A). 
Einen Tag nach Induktion der Ischämie war die gesamte ipsilaterale Hemisphäre 
ödematös. Der zeitliche Verlauf der Ödembildung am Modell der Photothrombose wurde 
bereits von Bidmon und Kollegen (1997) detailliert beschrieben. Die Immunreaktivität 
bezüglich des GFAP war in Astrozyten in der unmittelbaren Umgebung der Läsion zu 
diesem Zeitpunkt leicht erhöht (Abb. 5B Linke Spalte). Bereits am Tag 3 nach Ischämie 
waren die Astrozyten des flankierenden Kortex, des Corpus callosums und des Stratum 
Oriens dicht gepackt und die Immunreaktivität für GFAP stark erhöht (Abb. 5B, 6B). 
Astrozyten im gesamten ipsilateralen Kortex zeigten zu diesem Zeitpunkt eine erhöhte 
Immunreaktivität für GFAP (Abb. 6A). Die erhöhte Immunreaktivität für GFAP ist ein 
Hinweis auf den aktivierten Zustand der Astrozyten in der unmittelbaren 
Läsionsumgebung. Sieben Tage nach Induktion der Ischämie waren die Astrozyten um 
die Läsion noch immer dicht gepackt und zeigten weiterhin eine erhöhte Immunreaktivität 
für GFAP (Abb. 5B und 7A). Zu diesem Zeitpunkt streckten die Astrozyten ihre Fortsätze 
in Richtung Läsion, um diese zu invadieren und die Lücke aufzufüllen, welche die 
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untergegangenen Zellen zurückgelassen hatten (Abb. 7A). Das an die Läsion 
angrenzende kortikale Gebiet mit erhöhter Immunreaktivität für GFAP wurde ab dem 
siebenten post-ischämischen Tag schmaler und war 60 Tage später nur noch als sehr 
dünner Streifen sichtbar (Abb. 5B). Astrozyten im Corpus callosum zeigten am Tag 7 noch 
immer eine erhöhte Immunreaktivität für GFAP. Die Immunreaktivität war am Tag 14 





war am Boden der Läsion ein Band aus GFAP positiven Astrozyten sichtbar, das bis 
Tag 60 Bestand hatte (Abb. 5B und 6A, B). In diesem Band waren die Astrozyten eng 
gepackt und ihre Fortsätze waren sehr stark miteinander verwoben. Während desselben 
Zeitraumes zeigte sich zwischen dem lateralen Ventrikel und der Läsion ein Zellstrom, der 
eine erhöhte Immunreaktivität für GFAP aufwies (Abb. 5B und 7A, B). Im Verlauf des 
Untersuchungszeitraumes wurde die Läsion schmaler und zum Teil flacher (Abb. 5B) war 
aber selbst nach 120 Tagen noch sichtbar (nicht gezeigt). 
 
Expression von Cx43 mRNA in der Glianarbe 
 Cx43 mRNA-positive Zellen waren in allen Hirnregionen vorzufinden. Im strukturell 
intakten Kortex waren Cx43 mRNA-positive Zellen gleichmäßig in allen Schichten verteilt. 
Eine detaillierte Beschreibung zur Verteilung der Cx43 mRNA-positiven Zellen im 
zerebralen Kortex erfolgt im Abschnitt Connexin 43 Expression im somatosensorischen 
Kortex. In einigen Hirnschnitten wies das stark geschädigte Gewebe im Zentrum der 
Läsion eine diffuse Färbung auf, was auf unspezifische Bindung der DIG-markierten 
Sonden zurückzuführen ist.  
Abb. 5. A: Schematische Darstellung eines koronalen Hirnschnittes (Links). Farbkodierte Bilder 
(einer 255-bit Graustufen-Skala) von Hirnschnitten, die für Cx43 mRNA (Mitte) und Protein 
(Rechts) am Tag 7 nach Photothrombose prozessiert wurden. Dabei repräsentiert die Farbe Rot 
das intensivste Signal während Schwarz den Hintergrund darstellt. Connexin 43 mRNA (Mitte) 
und Cx43 Protein (Rechts) sind in den Astrozyten, die die Läsion umgeben, erhöht. 
B: Expressionsprofil von GFAP, Cx43 mRNA und Protein in der unmittelbaren Umgebung der 
photothrombotisch induzierten Läsion von Tag 1 bis Tag 60. Jede Spalte repräsentiert das 
typische Erscheinungsbild der jeweiligen Expression. Linke Spalte: Bereits am Tag 1 war die 
Immunreaktivität für GFAP im flankierenden Kortex sowie im darunter liegenden Cc leicht erhöht. 
Am Tag 3 waren die Astrozyten in der unmittelbaren Umgebung der Läsion dicht gepackt und 
zeigten ein sehr starkes Signal für GFAP. Ein Band aus GFAP-positiven Astrozyten war von 
Tag 14 bis Tag 60 sichtbar (Pfeilspitzen). Während derselben Zeit zeigte sich auch ein GFAP-
positiver Strom von Zellen zwischen dem lateralen Ventrikel und der Läsion. Mittlere Spalte: Am 
Tag 1 war die Expression von Cx43 mRNA reduziert. Von Tag 3 bis Tag 60 zeigten Astrozyten 
im flankierenden Kortex und im darunterliegenden Cc eine erhöhte Expression für Cx43 mRNA. 
Von Tag 14 bis Tag 60 war ein Cx43 mRNA-positives Zellband am Boden der Läsion, sowie ein 
Strom von Cx43 mRNA-positiven Zellen zwischen dem lateralen Ventrikel und der Läsion 
sichtbar. Rechte Spalte: Am Tag 1 und 3 zeigte der flankierende Kortex eine leichte Erhöhung 
der Cx43 Immunreaktivität. Das direkt unter der Läsion liegende Cc wies keine Veränderungen 
auf. Die erhöhte Expression im flankierenden Kortex war bis Tag 60 sichtbar. Ab Tag 14 zeigte 
sowohl das Zellband am Boden der Läsion (Pfeilspitzen) als auch der Zellstrom zwischen dem 
lateralen Ventrikel und der Läsion eine hohe Immunreaktivität für Cx43.  




 Einen Tag nach Induktion der Ischämie war die Expression von Cx43 mRNA in der 
unmittelbaren Läsionsumgebung sowie im gesamten ipsilateralen zerebralen Kortex stark 
vermindert (Abb. 5B Mittlere Spalte). Nur zwei Tage später wiesen positive Zellen in der 
unmittelbaren Umgebung des Infarktes ein erhöhtes Signal auf, was einen erhöhten 
zellulären Gehalt an Cx43 mRNA vermuten lässt (Abb. 5B und 11C). Diese Zellen waren 
sehr dicht um die Läsion gepackt (Abb. 5B und 7C) und co-lokalisierten mit dem 
astrozytären Marker GFAP (Abb. 11C). Der die Läsion flankierende Kortex mit erhöhter 
Expression von Cx43 mRNA wurde ab Tag 7 schmaler und war am Tag 60 nur noch als 
sehr dünner Streifen sichtbar (Abb. 5B). Astrozyten im Corpus callosum unterhalb der 
Läsion zeigten am Tag 7 noch immer ein erhöhtes Signal, das am Tag 14 geringer war 
und ab Tag 30 dem Ausgangsniveau entsprach (Abb. 5B). Im Zellband am Boden der 
Läsion und im Zellstrom zwischen dem lateralen Ventrikel und der Läsion waren ab 
Tag 14 zahlreiche Zellen zu finden, die auch ein erhöhtes Signal für Cx43 mRNA 
aufwiesen (Abb. 5B, 7D, 9C und 10C). Die Heraufregulation von Cx43 mRNA wurde in  
 
 
Gebieten vorgefunden, die nachweislich in die Formierung einer Glianarbe einbezogen 
waren (erhöhte Expression von GFAP, Abb. 5B). Um die Spezifität der in situ 
Hybridisierung zu validieren, wurde die Cx43 mRNA Expression mittels real time RT-PCR 
Abb. 6. A: Expression von GFAP am Tag 3 nach Photothrombose. Astrozyten in unmittelbarer 
Umgebung der Läsion sowie im Stratum Oriens des ipsilateralen Hippokampus und dem 
gesamten ipsilateralen Kortex zeigten eine erhöhte Immunreaktivität für GFAP. B: Erhöhte 
Expression von GFAP am Tag 7 nach Induktion der Ischämie im Stratum Oriens.  
PCL, pyramidal cell layer; O, Stratum Oriens; R, Stratum Radiatum; Cc, Corpus callosum. 




an Proben vom siebenten post-ischämischen Tag untersucht. Das Expressionslevel von 
Cx43 mRNA war im gliotischen kortikalen Gewebe um das 2,5-fache, im Vergleich zur 
Expression in homotopen Gebieten der contralateralen Hemisphäre bzw. zu sham-





Verteilung und Färbemuster von Cx43 Protein im intakten Gehirn 
Die Verteilung des Cx43 Proteins wurde durch die lichtmikroskopische Analyse der 
immunhistochemisch (DAB Methode) prozessierten Hirnschnitte charakterisiert. Das 
immunhistochemische Färbemuster für Cx43 stimmt mit der in der Literatur 
beschriebenen Expression überein (Yamamoto et al., 1990). Das spezifische 
immunhistochemische Signal für Cx43 zeichnet sich durch eine diffuse Färbung mit punkt-
linien- und ringförmigen Aggregationen aus. Die Immunreaktivität war entlang zellulärer 
Fortsätze besonders ausgeprägt, wobei das Zytoplasma der Zellen fast kein Signal 
aufwies. Die Blutgefäße waren mit netzförmig angeordneten Punkten überzogen (Abb. 
14C). Im zerebralen Kortex waren Schicht I und IV intensiver gefärbt als Schicht V und VI. 
Die äußerste Zone der Schicht I (Grenze zur Pia mater) zeigte die intensivste Färbung. 
 
Expression von Cx43 Protein in der Glianarbe 
 Am Tag 1 und Tag 3 nach Induktion der Ischämie war die Immunreaktivität für 
Cx43 in den die Läsion flankierenden Kortexbereichen leicht erhöht (Abb. 5B, Rechte 
Spalte). Am Tag 7 nach Induktion der Ischämie zeigten die flankierenden Kortexbereiche 
eine starke Heraufregulation der Immunreaktivität (Abb. 5B). Die Färbung erschien zu 
diesem Zeitpunkt dichter und wies im Vergleich zum strukturell intakten Kortex ein 
gröberes und intensiveres punktförmiges Muster auf. Der Anstieg der Immunreaktivität im 
flankierenden Kortex war in allen Schichten ausgeprägt (Abb. 5A, B). Diese gesteigerte 
Immunreaktivität von Cx43 war bis Tag 60 prominent, während die Breite der kortikalen  
Abb. 7. Immunhistochemische Färbungen für GFAP und Cx43 sowie in situ Hybridisierung für 
Cx43 in der unmittelbaren Umgebung der Läsion am Tag 7 und Tag 14 nach Induktion der 
Ischämie. A: Sieben Tage nach Induktion der ischämischen Läsion wiesen die Astrozyten um 
den verletzten Kortex eine hohe Immunreaktivität für GFAP auf. Die Fortsätze der Astrozyten 
waren zu diesem Zeitpunkt zur Läsion ausgerichtet. B: Am Tag 14 war ein breites Band aus 
GFAP-positiven Astrozyten am Boden der Läsion sichtbar (Pfeilspitzen). C: In situ 
Hybridisierung für Cx43 am siebenten post-ischämischen Tag. Die Zellen in der unmittelbaren 
Umgebung der Läsion wiesen eine starke Färbung für Cx43 mRNA auf. D: Am Tag 14 nach 
Ischämie war ein Band aus Zellen, die eine hohes Signal für Cx43 mRNA aufwiesen, am 
Boden der Läsion zu sehen (Pfeilspitzen). E: Am Tag 7 nach Induktion der Ischämie war die 
Immunreaktivität für Cx43 im flankierenden Kortex erhöht. F: Am Tag 14 nach Ischämie zeigte 
das Band am Boden der Läsion auch eine erhöhte Immunreaktivität für Cx43 (Pfeilspitzen). 
Cb, cell band (Zellband); Cc, Corpus callosum; L, Läsion. Maßbalken: 200 µm (A, B, E, F); 





Abb. 8. Zellstrom (Pfeilspitzen) zwischen dem lateralen Ventrikel und der ischämsichen 
Läsion am Tag 14. Die Zellen im Strom zeigen eine erhöhte Immunreaktivität für GFAP (A und 
B), ein erhöhtes Signal für Cx43 mRNA in der in situ Hybridisierung (C und D) und eine 
erhöhte Färbung für Cx43 Protein (E und F). B, D und F sind Vergrößerungen von A, C und E.  
HC, Hippokampus; L, Läsion, LV, lateraler Ventrikel. Maßbalken: 500 µm (A, C, E); 300 µm 





Abb. 9. Konfokale Aufnahmen vom Zellband am Boden der Läsion am Tag 14 nach Induktion 
der Ischämie. A: Reaktive Astrozyten, die durch eine erhöhte Immunreaktivität für GFAP (grün) 
identifiziert wurden, waren mit BrdU-positiven (rot) Zellkernen assoziiert. B: GFAP-positive 
Astrozyten (rot) exprimierten auch Nestin (grün). C: Connexin 43 mRNA-positive Zellen (rot) 
waren mit GFAP-positiven Filamenten (grün) assoziiert. D: Connexin 43 Immunreaktivität (rot) 
war mit GFAP-positiven Filamenten (grün) assoziiert. E: Die Doppelmarkierung für BrdU (rot) 
und NeuN (grün) zeigten, dass im Band keine adulten Neurone vorhanden waren. Die Spezifität 
der Färbung ist im eingerückten Foto aus einer kortiakalen Region desselben Hirnschnittes 
bestätigt. F: Co-Lokalisation von S100β (grün) mit BrdU (rot).  




Heraufregulation mit zunehmender Zeit abnahm (Abb. 5A, B). Der direkt unter der Läsion 
liegende Abschnitt des Corpus callosums zeigte während des gesamten 
Untersuchungszeitraumes keine Veränderungen bezüglich der Cx43 Immunreaktivität 
(Abb. 5B). Ein hohes Maß an Immunreaktivität war auch im Band am Boden der Läsion 
nachzuweisen, welches wie bereits oben beschrieben ab Tag 14 sichtbar war 
(Abb. 5B, 7F und 9D). Auch der Zellstrom zwischen dem lateralen Ventrikel und der 
ischämischen Läsion zeigte eine erhöhte Immunreaktivität für Cx43 (Abb. 8E, F und 10D). 
Zellen mit erhöhter Immunreaktivität für Cx43 im Zellband und Zellstrom konnten mittels 
GFAP Färbung als Astrozyten identifiziert werden (Abb. 9D und 10D).  
 
Charakterisierung der Astrozyten in der Glianarbe 
Zur weiteren Charakterisierung der reaktiven Astrozyten in der Glianarbe wurden 
immunhistochemische Färbungen für das Intermediärfilament Nestin durchgeführt. An 
Hirnschnitten vom 14. post-ischämischen Tag konnte gezeigt werden, dass die 
GFAP-positiven Astrozyten sowohl im flankierenden Kortex, im Band als auch im Strom, 
Nestin exprimierten (Abb. 9B, 10B und 11B). Nestin wird während der Hirnentwicklung 
von multipotenten neuroepithelialen Stammzellen exprimiert (Lendahl et al., 1990), wurde 
aber auch in reaktiven Astrozyten nachgewiesen (Ernst and Christie, 2006; Li and Chopp, 
1999). Da speziell das Band am Boden der Läsion und der Strom erst ab Tag 14 sichtbar 
waren, stellte sich die Frage, ob die Astrozyten der Glianarbe residente Zellen waren oder 
ob diese als Reaktion auf die Ischämie generiert wurden. Um dieser Frage nachzugehen, 
wurde Tieren von Tag 8 bis Tag 13 nach Photothrombose das Thymidin-Analogon BrdU 
appliziert und die Tiere am Tag 14 getötet. Die markierten Nukleotide werden während 
der S-Phase des Zellzyklus in die DNA eingebaut und können mit einer 
immunhistochemischen Färbung sichtbar gemacht werden. Es konnte gezeigt werden, 
dass einige wenige reaktive Astrozyten im flankierenden Kortex BrdU-positiv waren (Abb. 
11A). Im Band am Boden der Läsion und im Strom zwischen dem lateralen Ventrikel und 
der Läsion war eine große Anzahl BrdU-positiver Zellen zu finden (Abb. 9A und 10A). 
Mittels einer Doppelmarkierung für den astrozytären Marker S100β konnte gezeigt 
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werden, dass es sich bei 50 % (49,9 ± 2,8 %) der BrdU-positiven Zellen am Boden der 
Läsion um Astrozyten handelte (Abb. 9F). Doppelmarkierungen für BrdU und den 
neuronalen Marker NeuN konnten zeigen, dass keine dieser Zellen im Band am Boden 




Abb. 10. Zellstrom zwischen dem lateralen Ventrikel und der ischämischen kortikalen Läsion am 
Tag 14. A: Migrierende reaktive Astrozyten, welche anhand ihrer GFAP-Expression (grün) 
identifiziert wurden, sind mit BrdU-positiven Zellkernen (rot) assoziiert. B: Diese GFAP-positiven 
Astrozyten (rot) exprimierten auch das Intermediärfilament Nestin (grün). C: Das erhöhte Signal 
für Cx43 mRNA (rot) ist ebenfalls mit GFAP-positiven Fortsätzen (grün) assoziiert. D: Die 
GFAP-postiven Astrozyten (grün) im Zellstrom sind mit Cx43 immunreaktiven Punkten (rot) 
assoziiert. 
Maßbalken: 50 µm (A-D). 
Resultate 
46 
Connexin 43 Expression in „remote“ Arealen 
Connexin 43 mRNA Expression im somatosensorischen Kortex  
Mittels DIG-markierter RNA-Sonden gegen Cx43 wurden in der in situ 
Hybrdidisierung Zellen in allen Schichten des zerebralen Kortex gefärbt. Dabei war die 
äußerste Schicht des Kortex (Grenze zur Pia mater) am intensivsten gefärbt. Auch das 
ventral angrenzende Corpus callosum wies Zellen auf, die positiv für Cx43 mRNA waren. 
Die Anzahl der Cx43 mRNA-positiven Zellen im contralateralen Kortex war am Tag 7 nicht 
signifikant verschieden von sham-operierten Tieren (Daten nicht gezeigt). Die quantitative  
Abb. 11. Konfokale Aufnahmen des die Läsion flankierenden Kortex am Tag 14 nach Ischämie. 
A: Reaktive Astrozyten im flankierenden Kortex zeigten eine erhöhte Expression für GFAP 
(grün). Im flankierenden Kortex waren einige wenige BrdU-positive (rot) Zellen vorzufinden. B: 
GFAP-positive Astrozyten (rot) im flankierenden Kortex exprimierten auch das 
Intermediärfilament Nestin (grün). C: Connexin 43 mRNA-positive Zellen (rot) waren von GFAP-
positiven Fortsätzen (grün) umgeben. D: GFAP-positive astrozytäre Fortsätze (grün) waren mit 
erhöhtem Signal für Cx43 Protein (rot) assoziert. 





Abb. 12. Quantifizierung von Cx43 mRNA und Protein im somatosensorischen Kortex. 
A: Quantifizierung der Cx43 mRNA positiven Zellen in Par1 und Par2. Die Zahl der Cx43 mRNA 
exprimierenden Zellen war am Tag 1 in Par1 um 63 % und Par2 um 67 % reduziert. Dagegen 
war am Tag 3 die Zahl der Cx43 mRNA-positiven Zellen im ipsilateralen somatosensorischen 
Kortex leicht erhöht (Par1: 17 %, Par2: 9 %) und am Tag 7 deutlich erhöht (Par1: 44 %, Par2: 
30 %). Ab Tag 14 war die Zahl der Cx43 mRNA exprimierenden Zellen sowohl Par1 als auch in 
Par2 gegenüber dem jeweiligen contralateralen homotopen Areal unverändert. Die 
Unterschiede in der Zellzahl zwischen ispi- und contralateral sind in % ± SEM dargestellt. Die 
real time RT-PCR Studie ergab eine 50 %ige Reduktion der Cx43 mRNA am Tag 1 nach 
Ischämie, während das Expressionslevel am Tag 7 unverändert war. B: Unterschiede in der 
relativen optischen Dichte der immunhistochemischen Färbung für Cx43. Die Immunreaktivität 
war in Par1 und Par2 zwischen Tag 1 und Tag 14 nach Photothrombose reduziert (Par1: 1d -
10 %, 3d -12 %, 7d -12 %, 14d -11 %; Par2: 1d -29 %, 3d -30 %, 7d -18 %, 14d -7 %). Ab 
Tag 30 war die Immunreaktivität im ipsilateralen somatosensorischen Kortex nicht verschieden 
von contralateral. Die Daten sind als prozentualer Unterschied der ROD’s zwischen ipsi- und 
contralateral in % ± SEM dargestellt.  





Abb. 13. Connexin 43 mRNA-positive Zellen im primären somatosensorischen Kortex am Tag 1 
(A, B, E) und Tag 7 (C, D, F) nach Photothrombose. Am Tag 1 war die Anzahl der Cx43 mRNA 
exprimierenden Zellen im ipsilateralen Kortex (B) im Vergleich zum homotopen kontralateralen 
Areal (A) stark reduziert. Dagegen war am Tag 7 die Zahl der Cx43 mRNA-positiven Zellen im 
ipsilateralen Par1 stark erhöht (D). Konfokale Aufnahmen des somatosensorischen Kortex nach 
Doppelmarkierung für GFAP (grün) und Cx43 mRNA (rot) am Tag 1 (E) und Tag 7 (F) nach 
Ischämie. Die stark verringerte Anzahl von Cx43 mRNA exprimierenden Zellen am Tag 1 konnte 
mit der Fluoreszenz-in situ Hybridisierung bestätigt werden (E). Die Doppelmarkierung am Tag 7 
zeigte, dass die erhöhte Anzahl von Cx43 mRNA-positiven Zellen mit dem astrozytären Marker 
GFAP (grün) co-lokalisierte (F). 




Analyse der in situ Signale ergab im ipsilateralen Par1 und Par2 am Tag 1 nach Induktion 
der Photothrombose eine verminderte Zahl von Zellen, die Cx43 mRNA exprimierten 
(Par1: -63 %, Par2: -67 % ipsi versus contra, Abb. 12A und 13C, D). Am Tag 3 war die 
Anzahl der Cx43 mRNA-positiven Zellen leicht erhöht (Par1: 17 %, Par2: 9 %, Abb. 12A). 
Am Tag 7 war die Zahl der Cx43 mRNA exprimierenden Zellen im ipsilateralen Kortex 
stark erhöht (Par1: 44 %, Par2: 30 %, Abb. 12A und 13C, D). Von Tag 14 an, bis Tag 120  
war die Zahl der Cx43 mRNA-positiven Zellen des ipsilateralen somatosensorischen 
Kortex gegenüber contralateral unverändert (Abb. 12A). An Hirnschnitten von Tag 1 und 
Tag 7 wurden zusätzlich Doppelmarkierungen für Cx43 mRNA und den astrozytären 
Marker GFAP durchgeführt. Mit dieser Färbung konnte die verringerte Zahl der Cx43 
mRNA-positiven Zellen am Tag 1 bestätigt werden (Abb. 13E). Die Doppelmarkierung am 
Tag 7 zeigte, dass auch die erhöhte Anzahl an Cx43 mRNA exprimierenden Zellen mit 
GFAP co-lokalisiert (Abb. 13F).  
 Am Tag 1 und Tag 7 wurde die Expression von Cx43 mRNA zusätzlich mit real 
time RT-PCR untersucht. Die Analyse am Tag 1 ergab eine 50 %ige Reduktion des 
mRNA Levels im ipsilateralen somatosensorischen Kortex im Vergleich zu contralateral 
(Abb. 12A). Das Expressionslevel von Cx43 mRNA war am Tag 7 im ipsilateralen 
somatosensorischen Kortex nicht verschieden von contralateral (Abb. 12A). 
 
Connexin 43 Protein im somatosensorischen Kortex 
 Zur semiquantitativen Analyse der Immunreaktivität nach Ischämie wurde die 
relative optische Dichte mit dem Programm „Scion Image“ bestimmt. Die Daten der Tiere, 
die am Tag 7 nach Photothrombose untersucht wurden, wurden zusätzlich mit sham-
operierten Tieren verglichen. Dabei zeigte sich, dass die Immunreaktivität von Cx43 in der 
contralateralen Hemisphäre nicht verschieden von der Expression in den sham-Tieren 
war (Daten nicht gezeigt). Sowohl Par1 als auch Par2 der läsionierten Hemisphäre  
zeigten von Tag 1 bis Tag 14 nach Photothrombose eine verringerte Immunreaktivität 
(Par1: 1d -10 %, 3d -12 %, 7d -12 %, 14d -11 %; Par2: 1d -29 %, 3d -30 %, 7d -18 %, 14d 
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-7 %, ipsi versus contra; Abb. 12B und 14A, B). Anhand dieser Resultate wird deutlich, 
dass sich funktionell verschiedene Areale in der Reaktion auf einen fokalen Infarkt 
unterscheiden. Ab Tag 30 bis Tag 120 war die Expression von Cx43 in Par1 und Par2 
nicht verschieden von der Expression in homotopen contralateralen Arealen (Abb. 12B).  
 
Connexin 43 mRNA Expression im Hippokampus 
 Connexin 43 mRNA-positive Zellen waren in allen hippokampalen Strata 
vorzufinden. Das Hybridisierungssignal der positiven Zellen im Hippokampus war 
intensiver als im zerebralen Kortex. Dies ist ein Indikator dafür, dass das zelluläre Level 
der Cx43 mRNA im Hippokampus höher ist als im Kortex.  
Abb. 14. Connexin 43 Protein im zerebralen Kortex am Tag 7 nach Ischämie. Repräsentative 
Aufnahmen aus Schicht IV und V der contralateralen (A) und ipsilateralen (B) Hemisphäre. Die 
Immunreaktivität war im ipsilateralen Par1 sichtlich verringert. Abbildung (C) zeigt ein 
hochauflösendes Bild des typischen Cx43 Färbemusters im zerebralen Kortex. Die Aufnahme 
eines Kontroll-Hirnschnittes, bei dem nur mit dem sekundären Antikörper beprobt wurde, ist in 
(D) zu sehen. 




Die quantitative Analyse des Hippokampus ergab minimale temporäre 
Schwankungen in der Zahl der Cx43 mRNA exprimierenden Zellen (Abb. 17A). Die 
Zellzahlen des contralateralen Hippokampus waren am Tag 7 nicht signifikant 
verschieden von denen der sham-operierten Tiere (Daten nicht gezeigt). Die Auswertung 
der einzelnen Strata am Tag 7 zeigte eine stabile Zellzahl in allen Strata mit Ausnahme 
des Stratum Oriens der CA1. Dies ist auch der Bereich des Hippokampus, in dem reaktive 
Astrozyten mittels Immunfärbungen für GFAP gezeigt werden konnten (Abb. 6B). Die 
Analyse aller anderen Zeitpunkte beschränkte sich bezüglich des Hippokampus 
ausschließlich auf das Stratum Oriens. Einen Tag nach Photothrombose war die Zahl der 
Cx43 mRNA exprimierenden Zellen im ipsilateralen Stratum Oriens um 50 % reduziert 
(Abb. 17A). Von Tag 3 bis Tag 14 war die Zellzahl hingegen merklich erhöht (3d: 65 %, 
7d: 35 %, 14d: 33 %, ipsi versus contra, Abb. 15 und 17A). In diesem Zeitraum zeigten die 
Zellen im Stratum Oriens ein deutlich intensiveres Hybridisierungssignal als im übrigen 
Hippokampus (Abb. 15). Ab Tag 30 war die Anzahl Cx43 mRNA exprimierender Zellen 
wieder auf dem Normalniveau (Abb. 17A). Die Eingangs beschriebenen minimalen 
Schwankungen der Cx43 mRNA-positiven Zellen im Hippokampus reflektierten vermutlich 
die Veränderungen im Stratum Oriens. 
 
 Abb. 15. Connexin 43 mRNA-positive Zellen im Stratum Oriens am Tag 3 nach Induktion der 
Ischämie. Die Anzahl der positiven Zellen war im ipsilateralen Stratum Oriens (B) verglichen mit 
contralateral (A) erhöht.  
PCL, pyramidal cell layer; PT, Photothrombose; O, Stratum Oriens; Cc, Corpus callosum. 




Connexin 43 Protein im Hippokampus 
Die immunhistochemische Färbung (DAB Methode) für Cx43 wurde mittels 
Lichtmikroskopie analysiert. Das Färbemuster für Cx43 im Hippokampus wies die für den 
Kortex beschriebenen Charakteristika auf und stimmte mit der in der Literatur 
beschriebenen Expression überein (Yamamoto et al., 1990). 
 Die semiquantitative Analyse der Immunreaktivität zeigte minimale temporäre 
Veränderungen im Hippokampus (Abb. 17B). Die Daten der einzelnen Strata am Tag 7 
wurden mit den Daten der sham-operierten Tiere verglichen und zeigten keine 
signifikanten Veränderungen (Daten nicht gezeigt). Die Auswertung der einzelnen Strata 
ipsi versus contra am Tag 7 ergab eine stabile Immunreaktivität mit Ausnahme des 
Stratum Oriens der CA1 (die detaillierten Daten dazu sind Teil einer medizinischen 
Doktorarbeit unserer Arbeitsgruppe). Das Stratum Oriens war der Bereich des 
Hippokampus, der reaktive Astrozyten mit erhöhter Immunreaktivität für GFAP enthielt 
(Abb. 6B). Die Analyse bezüglich des Hippokampus beschränkte sich an den anderen 
Zeitpunkten auf das Stratum Oriens. Die Immunreaktivität für Cx43 war von Tag 1 bis 
Tag 120 gegenüber dem contralateralen Stratum Oriens erhöht (1d: 19 %, 3d: 25 %, 7d: 
19 %, 14d: 28 %, 30d: 31 %, 60d: 19 %, 120d: 10 %; Abb. 16 und 17B). Anhand des 
Abb. 16. Connexin 43 Immunfärbung im Stratum Oriens am Tag 7 nach Induktion der 
Photothrombose. Die Immunreaktivität war im ipsilateralen Stratum Oriens (B) im Vergleich zu 
contralateral (A) erhöht.  
PCL, pyramidal cell layer; PT, Photothrombose; O, Stratum Oriens; R, Stratum Radiatum; Cc, 




Graphen (Abb. 17B) wird deutlich, dass die minimalen Schwankungen der 

















Abb. 17. Quantifizierung von Cx43 mRNA und Protein im Hippokampus. A: Die Auswertung der 
Cx43 mRNA exprimierenden Zellen zeigte minimale Schwankungen im HC. Im ipsilateralen 
Stratum Oriens war die Zahl der Cx43 mRNA-positiven Zellen am Tag 1 um 50 % reduziert. Ab 
Tag 3 bis Tag 14 war die Anzahl der Cx43 mRNA exprimierenden Zellen im Stratum Oriens 
sichtlich erhöht (3d: 65 %, 7d: 35 %, 14d: 33 %). Die Darstellung der Daten erfolgte als 
prozentualer Unterschied der Zellzahl zwischen ipsi- und contralateral in % ± SEM. B: Die 
Auswertung der ROD zeigte minimale Schwankungen in der Immunreaktivität des HC. Im 
Stratum Oriens war die Immunreaktivität über den gesamten Untersuchungszeitraum erhöht 
(1d: 19 %, 3d: 25 %, 7d: 19 %, 14d: 28 %, 30d: 31 %, 60d: 19 %, 120d: 10 %). Die Daten sind 
als prozentualer Unterschied der ROD’s zwischen ipsi- und contralateral in % ± SEM dargestellt. 






 Die vorliegende Arbeit beschreibt das räumlich-zeitliche Expressionsmuster von 
GFAP, Cx43 mRNA und Protein in der Glianarbe nach einer photothrombotisch 
induzierten Ischämie in der Ratte. Der die Läsion flankierende zerebrale Kortex zeigte 
eine gleichzeitige Heraufregulation von GFAP (indiziert reaktive Astrozyten), Cx43 mRNA 
und Protein. Ab Tag 14 nach Induktion der Photothrombose war ein Band aus reaktiven 
Astrozyten am Boden der Läsion zu beobachten, in dem die Zellen erhöhte Cx43 mRNA 
und Protein exprimierten. Zur gleichen Zeit war ein Zellstrom zwischen dem lateralen 
Ventrikel und der Läsion sichtbar, in dem Zellen auch ein erhöhtes Maß an GFAP, Cx43 
mRNA und Protein Expression zeigten. Reaktive Astrozyten, die die Läsion umhüllten, 
besonders im Band am Boden der Läsion und im Strom zwischen dem lateralen Ventrikel 
und der Läsion, waren nachweislich proliferativ aktiv und exprimierten das 
Intermediärfilament Nestin. Die vorgelegte Arbeit liefert erste Hinweise dafür, dass Cx43 
an der Bildung der Glianarbe, besonders der Proliferation und Migration der reaktiven 
Astrozyten, beteiligt ist.  
Die Bildung einer Glianarbe ist ein dynamischer Prozess, bei dem unter anderem 
Astrozyten aktiviert werden und charakteristische Eigenschaften, wie Hypertrophie und 
die Heraufregulation von intermediären Filamenten, aufweisen. Es konnte gezeigt werden, 
dass verschiedenste Verletzungen des ZNS zur Bildung einer Glianarbe führen (Aronica 
et al., 2001; Schroeter et al., 1995; Sohl et al., 2000). Nach einer durch Photothrombose 
induzierten ischämischen Läsion wurde bereits von Schröter (1995) gezeigt, dass 
Astrozyten in der unmittelbaren Umgebung der Läsion von Tag 3 bis 10 Wochen danach 
eine erhöhte Expression von GFAP aufwiesen. In der vorliegenden Studie konnte dieses 
räumlich-zeitliche Muster von reaktiven Astrozyten in der unmittelbaren Umgebung der 
Läsion bestätigt werden. 
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 Hier konnte außerdem gezeigt werden, dass reaktive Astrozyten, die nach einer 
fokalen Ischämie eine erhöhte Expression von GFAP aufwiesen, auch eine gesteigerte 
Expression von Cx43 mRNA und Protein zeigten. Eine ähnliche Heraufregulation von 
Cx43 konnte in unserer Arbeitsgruppe auch nach einer MCAO (middle cerebral artery 
occlusion, unveröffentlichte Daten) nachgewiesen werden. Im Tiermodell für eine globale 
Ischämie zeigten Astrozyten im gliotischen Gewebe über einen längeren Zeitraum eine 
erhöhte Immunreaktivität für Cx43 (Hossain et al., 1994b). Rohlmann und Kollegen (1993) 
beschrieben eine ähnliche Heraufregulation der Immunreaktivität für Cx43 in Astrozyten, 
die läsionierte Motorneurone umgaben. Des weiteren wurde eine Heraufregulation von 
Cx43 auch in gliotischen Bereichen in humanem epileptischen Hirngewebe gefunden 
(Aronica et al., 2001; Fonseca et al., 2002; Naus et al., 1991). Die erhöhte Expression von 
Cx43 in reaktiven Astrozyten ist vermutlich kein ischämie-spezifisches Resultat, sondern 
eher ein durch die Narbenbildung hervorgerufener Mechanismus. Nach verschiedenen 
pathologischen Ereignissen, die zu einer Aktivierung der Astrozyten führen, ist die 
Erhöhung der Cx43 Expression zu beobachten. 
 Die gleichzeitige Heraufregulation von Cx43 mRNA und Protein in reaktiven 
Astrozyten war im Corpus callosum unmittelbar unterhalb der Läsion nicht vorzufinden. 
Reaktive Astrozyten dort zeigten zwar eine erhöhte Expression von GFAP und Cx43 
mRNA aber eine unveränderte Immunreaktivität für Cx43. Daher stellt sich die Frage, 
inwiefern sich Astrozyten im Corpus callosum von denen im zerebralen Kortex 
unterscheiden. Wie schon ausführlich in der Einleitung beschrieben, können Astrozyten in 
protoplasmatischen und fibrösen Typ unterteilt werden. Während protoplasmatische 
Astrozyten hauptsächlich in der Grauen Substanz vorzufinden sind, findet man fibröse 
Astrozyten eher in der weißen Substanz (Panickar and Norenberg, 2005). Astrozyten sind 
aber auch nach funktionellen Aspekten unterteilbar (Hansson, 1988; Wilkin et al., 1990). 
Zum Beispiel propagieren Astrozyten Kalziumwellen im zerebralen Kortex, Hippokampus 
und Corpus callosum auf unterschiedliche Art und Weise, entweder abhängig oder 
unabhängig von Cx43 (Haas et al., 2005; Schipke et al., 2002). Daher ist es denkbar, 
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dass verschiedene Typen von Astrozyten unterschiedlich auf Verletzungen des Gehirns 
reagieren. 
 Astrozyten im Zellband am Boden der Läsion waren nach Induktion der Ischämie 
proliferativ aktiv, wie mittels Inkorporation von BrdU gezeigt werden konnte. In der 
Literatur ist eine solche Teilungsaktivität von reaktiven Astrozyten in der näheren 
Umgebung einer Hirnverletzung beschrieben (Lee et al., 2003; Liu and Chen, 1994; 
Norenberg, 2005). Connexin 43-positive reaktive Astrozyten im Zellstrom zwischen dem 
lateralen Ventrikel und der Läsion zeigten auch ein hohes Maß an BrdU Inkorporation. Es 
ist daher nahe liegend, dass diese Zellen ursprünglich aus der Subventrikulärzone (SVZ) 
des lateralen Ventrikels stammen, eine im adulten Hirn bekannte germinale Nische, und in 
Reaktion auf den ischämischen Infarkt generiert wurden. Eine Studie von Goings (2004) 
unterstützt diese Vermutung. In dieser Arbeit wurden retrovirale Vektoren direkt nach 
einer Verletzung des zerebralen Kortex in den lateralen Ventrikel injiziert. Es konnte 
gezeigt werden, dass retroviral-markierte Zellen sowohl ins Corpus callosum als auch in 
den verletzten zerebralen Kortex migrierten. Eine Vielzahl dieser markierten Zellen konnte 
als Glia identifiziert werden (Goings et al., 2004). Die Region des posterioren 
Periventrikels (pPV) wird in der Literatur als eine weitere mögliche Quelle für neu 
gebildete Zellen im adulten Gehirn beschrieben (Chechneva et al., 2005; Nakatomi et al., 
2002). Reaktive Astrozyten, die an der Bildung der Glianarbe beteiligt sind, haben 
entweder in der unmittelbaren Umgebung der Läsion proliferiert oder sind von der SVZ 
oder dem pPV stammend zur Läsion gewandert. Die hier diskutierten Ergebnisse lassen 
vermuten, dass die Bildung der Glianarbe und speziell die Proliferation und Migration von 
Astrozyten durch Cx43 vermittelte interzelluläre Kommunikation unterstützt wird.  
 Nach einer fokalen Ischämie scheint die Teilungsaktivität von Astrozyten in 
unterschiedlichen Gebieten unterschiedlich ausgeprägt zu sein. Während reaktive 
Astrozyten im Zellband am Boden der Läsion und im Strom von Zellen zwischen dem 
lateralen Ventrikel und der Läsion ein hohes Maß an BrdU Inkorporation zeigten, war die  
Teilungsaktivität im kortikalen gliotischen Gewebe eher gering. Nach verschiedensten 
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Verletzungen im Gehirn repräsentiert die Population an teilungsaktiven Astrozyten 1 % bis 
46 % der reaktiven Astrozyten (Bochelen et al., 1995; Krushel et al., 1995; Miyake et al., 
1988). In der hier vorgelegten Arbeit wurden 50 % der BrdU-positiven Zellen im Band am 
Boden der Läsion durch Co-Lokalisation mit S100β (ein Marker für reife und reaktive 
Astrozyten) als Astrozyten identifiziert. Bei den S100β-negativen, BrdU-positiven Zellen 
handelt es sich vermutlich um aktivierte Mikroglia und Makrophagen sowie um immature 
Gliazellen. Es konnte allerdings ausgeschlossen werden, dass es sich bei diesen Zellen 
um Neurone handelte. Wenn Nukleotid-Analoga benutzt werden, hängt die Variabilität in 
der Anzahl von markierten Zellen von (i) der verabreichten Menge, (ii) dem 
Verabreichungszeitpunkt, (iii) dem Untersuchungszeitpunkt nach Gabe und (iv) der 
untersuchten Hirnregion ab. In der vorliegenden Studie stellen die teilungsaktiven Zellen 
in den kortikalen Arealen, welche die Läsion flankieren, wahrscheinlich den kleinen Teil 
Astrozyten dar, die in der Lage sind, sich vor Ort zu teilen. Die reaktiven Astrozyten im 
Band am Boden der Läsion zeigten dagegen ein hohes Maß an Teilungsaktivität. Ein Teil 
der am Boden der Läsion nachgewiesenen reaktiven Astrozyten hatte sich wahrscheinlich 
vor Ort geteilt, ein anderer Teil ist entweder von der SVZ oder dem pPV eingewandert. 
 Reaktive Astrozyten in der unmittelbaren Umgebung der Läsion exprimierten auch 
das intermediäre Filament Nestin. Während der Embryonalentwicklung wird dieses 
Filament von multipotenten neuroepithelialen Stammzellen exprimiert und während der 
Maturation durch GFAP ersetzt (Duggal et al., 1997; Sahin et al., 1999). Es konnte jedoch 
auch gezeigt werden, dass Nestin nach verschiedenen Verletzungen des ZNS von 
reaktiven Astrozyten exprimiert wurde (Ernst and Christie, 2006; Li and Chopp, 1999). Die 
Reexpression des embryonalen Filaments Nestin in reaktiven Astrozyten könnte ein 
Indikator für Reorganisation und Plastizität nach einer Ischämie sein. 
 Eine fokale Ischämie nimmt, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, 
Einfluss auf die Expression von Cx43. Reaktive Astrozyten der Glianarbe zeigten über 
den Untersuchungszeitraum (bis 60 Tage nach Ischämie) eine erhöhte Expression für 
Cx43 mRNA und Protein. Das ab Tag 14 nachgewiesene Zellband am Boden der Läsion 
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und der Zellstrom zwischen dem lateralen Ventrikel und der Läsion wiesen eine hohe 
Anzahl an teilungsaktiven reaktiven Astrozyten auf, die eine erhöhte Expression für Cx43 
zeigten. Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse bieten erste Hinweise dafür, dass 
Cx43 an der Bildung der Glianarbe, speziell der Proliferation und Migration von Astrozyten 
beteiligt ist. Untersuchungen an Kulturen von neuronalen Progenitorzellen konnten 
zeigen, dass Cx43 während der Entwicklung die Proliferation, Differenzierung und 
Migration beeinflusste (Cheng et al., 2004; Duval et al., 2002; Scemes et al., 2003). 
Neuronale Progenitorzellen von Cx43 defizienten (Cx43 -/-) Tieren zeigten eine 
verringerte Expression des purinergen Rezeptors P2Y1 und darauf zurückzuführende 
Veränderungen der interzellulären Kalziumwellen (Scemes et al., 2003). Wenn Wildtyp-
Kulturen mit Antagonisten des P2Y1 Rezeptors inkubiert wurden, zeigten diese eine 
verringerte Proliferation und Migration (Scemes et al., 2003). Es ist daher denkbar, dass 
eine erhöhte Expression von Cx43 zu einer erhöhten Expression von bestimmten 
Purinrezeptoren führt und somit einen Einfluss auf die interzelluläre Kommunikation über 
Kalziumwellen hat, welche wiederum die Proliferation und Migration beeinflussen. 
Weiterführende Projekte der vorgelegten Arbeit sollten daher die Expression von 
purinergen Rezeptoren berücksichtigen und könnten somit zur Klärung zu Grunde 
liegender Mechanismen beitragen.  
 Die vorgelegte Arbeit bietet Hinweise dafür, dass die Zellen im Band am Boden 
der Läsion, in der SVZ oder dem pPV nach Ischämie gebildet wurden und in die Läsion 
einwanderten. Ein Beleg dafür ist der Zellstrom zwischen dem lateralen Ventrikel und der 
Läsion. Die Markierung mit Nukleotid-Analoga kann keinen eindeutigen Nachweis für den 
Ursprung der Zellen bieten. Eine Injektion von retroviralen Vektoren in den lateralen 
Ventrikel nach Induktion der Ischämie würde es ermöglichen, die Migration von neu 
gebildeten Zellen eindeutig zu verfolgen.  
 Ist die Erhöhung von Cx43 essentiell für die Bildung der Glianarbe? Um dieser 
Frage nachzugehen, wäre es vielversprechend, (i) gap junction Blocker nach Induktion 
der Ischämie zu applizieren, (ii) mit siRNA die post-ischämische Translation zu minimieren 
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oder (iii) Tiere zu verwenden, deren Astrozyten Cx43 defizient sind. Ist die Erhöhung von 
Cx43 für die Glianarbe von Vorteil? Einen interessanten Aspekt liefert eine Studie zum 
Wundheilungsprozess nach Hautschnitten (Qiu et al., 2003). In dieser Arbeit konnte 
gezeigt werden, dass die Applikation eines Cx43-antisense-Gels (enthielt antisense 
Oligonukleotide gegen Cx43) die Expression von Cx43 stark reduzierte und zu einer 
beschleunigten Wundheilung und einer makroskopisch unauffälligeren Narbe führte. 
Dagegen zeigten Tiere mit Cx43 defizienten Astrozyten nach Ischämie ein größeres 
Infarktvolumen und erhöhte Inflammation und Apoptose im angrenzenden Gebiet (Nakase 
et al., 2004). Die Frage, ob Cx43 einen positiven oder negativen Effekt hat, bleibt somit 
immer noch unbeantwortet. 
Connexin 43 Expression in „remote“ Arealen 
 Die vorgelegte Studie beschreibt das Expressionsprofil von Cx43 mRNA und 
Protein im somatosensorischen Kortex und Hippokampus der Ratte nach 
photothrombotisch induzierter Ischämie. Der transiente Anstieg von Cx43 mRNA-positiven 
Zellen im somatosensorischen Kortex der ipsilateralen Hemisphäre wurde von einer 
gleichzeitigen Reduktion in der Immunreaktivität für das zugehörige Protein begleitet. 
Untersuchungen der einzelnen hippokampalen Strata zeigten ausschließlich im Stratum 
Oriens direkt unter der Läsion eine erhöhte Anzahl an Cx43 mRNA-positiven Astrozyten, 
die gleichzeitig eine Erhöhung der Immunreaktivität für Cx43 Protein aufwiesen. 
Connexin 43 mRNA Expression 
 Einen Tag nach Induktion der Ischämie war die Zahl der Cx43 exprimierenden 
Zellen im ipsilateralen zerebralen Kortex stark verringert. Bereits am Tag 3 war die Anzahl 
der Cx43 mRNA-positiven Zellen im somatosensorischen Kortex leicht erhöht, wogegen 
sich am Tag 7 eine starke Erhöhung der Zellzahl zeigte. Ab Tag 14 nach Induktion der 
Ischämie war die Zahl der Cx43 mRNA-positiven Zellen gegenüber der contralateralen 
Seite unverändert. Die erhöhte Anzahl an Cx43 mRNA exprimierenden Zellen konnte 
durch Doppelmarkierung mit GFAP als Astrozyten identifiziert werden.  
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 Die hier vorgelegten Daten zeigen, dass Astrozyten im ipsilateralen 
somatosensorischen Kortex nach einer Ischämie im Hinterpfotenareal Veränderungen 
unterliegen. Einen Tag nach Ischämie konnten im ispilateralen somatosensorischen 
Kortex nur sehr wenige Zellen detektiert werden, die Cx43 mRNA exprimieren. Die real 
time RT-PCR Untersuchung zu diesem Zeitpunkt bestätigte die stark reduzierte 
Expression der Cx43 Transkripte. Ein stark vermindertes Cx43 mRNA Expressionslevel 
wurde auch einen Tag nach MCAO beschrieben (Li et al., 2005). Offensichtlich ist die 
Transkription von Cx43 unmittelbar nach einer fokalen Ischämie gestört. Am Tag 7 nach 
Induktion der Photothrombose war die Zahl der Cx43 mRNA-positiven Zellen im 
ipsilateralen somatosensorischen Kortex erhöht, allerdings zeigten die real time RT-PCR 
Studien zu diesem Zeitpunkt ein unverändertes Expressionslevel. Daher stellt sich die 
Frage nach den Ursachen für diese offensichtlich gegensätzlichen Resultate. Eine 
Möglichkeit ist die Expression von Splice-Varianten nach Ischämie, die zwar mit der 
Ribosonde erfasst wurden, in der PCR Reaktion aber undetektiert blieben.  
Es ist bekannt, dass nach einer photothrombotisch induzierten Ischämie 
Astrozyten des gesamten ipsilateralen Kortex aktiviert werden, in den reaktiven Status 
übergehen und dabei die Expression von GFAP erhöhen (Schroeter et al., 1995). 
Immunhistochemische Färbungen für GFAP an Hirnschnitten der vorliegenden Studie 
konnten dies bestätigen. Wir vermuten, dass Astrozyten, welche vor der 
photothrombotisch induzierten Ischämie Cx43 mRNA nicht nachweisbar exprimierten, die 
Expression der Transkripte im reaktiven Status erhöhen. Potentielle Kandidaten dafür sind 
eine Subpopulation von Astrozyten, die im gesunden Gehirn kein Cx43 exprimieren 
(Wallraff et al., 2004). Es ist außerdem denkbar, dass zu einem geringen Prozentsatz 
Astrozyten aus der SVZ in den ipsilateralen Kortex eingewandert sind. Goings und 
Kollegen (2004) haben unmittelbar nach einer Verletzung im zerebralen Kortex retrovirale 
Vektoren in den lateralen Ventrikel injiziert. Sie konnten zeigen, dass retroviral-markierte 
Zellen in den ispilateralen Kortex einwanderten und diese vorwiegend als Gliazellen 
identifizieren. In der Literatur ist außerdem beschrieben, dass sich reaktive Astrozyten 
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nach einer Verletzung des Gehirns vor Ort teilen können (Lee et al., 2003; Norenberg, 
2005). Ernst und Christie (2006) konnten zeigen, dass proximale Astrozyten nach einer 
Verletzung des Kortex den Marker Ki-67 exprimierten. Dieser ist ein Marker für die 
Teilungsaktivität von Zellen. Die erhöhte Anzahl an Cx43 mRNA-positiven Zellen nach 
Photothrombose ist somit größtenteils auf die Heraufregulation von Transkripten und nur 
zu einem geringen Teil auf die „Vor-Ort-Proliferation“ zurückzuführen. Die Migration von 
Zellen aus der SVZ spielt vermutlich eine untergeordnete Rolle.  
 Die Untersuchungen des Hippokampus zeigten, dass post-ischämische 
Veränderungen ausschließlich im Stratum Oriens unterhalb der Läsion stattfanden. Einen 
Tag nach Induktion der Ischämie war die Zahl der Cx43 mRNA exprimierenden Zellen 
stark verringert, während sie zwischen Tag 3 und 14 erhöht vorgefunden wurde. Während 
dieses Zeitraumes wiesen die Astrozyten des Stratum Oriens auch einen erhöhten 
zellulären Level an Cx43 mRNA auf. Das Stratum Oriens war der Bereich des 
Hippokampus, in dem mittels GFAP Immunfärbung reaktive Astrozyten gezeigt werden 
konnten. Es ist daher möglich, dass dieser Bereich des Hippokampus in die 
Glianarbenbildung einbezogen war. Dieser Sachverhalt soll im Abschnitt Connexin 43 
Immunreaktivität ausführlicher diskutiert werden. 
Connexin 43 Immunreaktivität 
 Der ipsilaterale somatosensorische Kortex zeigte von Tag 1 bis Tag 14 nach 
Induktion der Ischämie eine verringerte Immunreaktivität. Ab Tag 30 bis Tag 120 war die 
Immunreaktivität im ipsilateralen somatosensorischen Kortex nicht mehr verschieden von 
contralateral homotopen Arealen.  
Der für die immunhistochemischen Studien verwendete Antikörper gegen Cx43 
(Firma Zymed) detektiert Cx43 unabhängig vom Phosphorilierungsstatus. Connexin 43 
Protein liegt im gesunden Hirn mehrfach phosphoriliert vor, unterliegt aber post mortem 
einer raschen Dephosphorilierung (Hossain et al., 1994a). Li und Kollegen (1998) konnten 
zeigen, dass Perfusionsfixierung mit PFA die post mortem Dephosphorilierung stark 
einschränkt. Daher wurde für die hier vorliegende Studie diese empfohlene Fixierung 
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gewählt. Die hier beschriebene Reduktion der Immunreaktivität ist somit auf einen Abbau 
der Proteine bzw. eine verminderte Proteinsynthese zurückzuführen und weniger auf 
einen veränderten Phosphorilierungsstatus. Duffy und Kollegen (2004) konnten zeigen, 
dass intrazelluläre Azidifizierung, ein Vorgang, der auch nach einer Ischämie stattfindet 
(Yokota et al., 2000), zu einer Verlagerung des Cx43 Proteins ins Zytoplasma und 
schließlich zum Abbau des Proteins führt. Die in der Literatur beschriebene Reduktion von 
Cx43 Protein nach MCAO stützt die hier vorgelegten Ergebnisse (Li et al., 1998; Li et al., 
2005). Nach Verletzungen des Rückenmarks zeigt die veränderte Expression von Cx43 
einen ähnlichen Verlauf (Theriault et al., 1997). Hier war 7 Tage nach einer akuten 
Verletzung durch Kompression in einer weiten Zone um die initiale Verletzungsstelle kein 
Cx43 Protein detektierbar. Die Wellen der Peri-Infarkt-Depolarisationen, welche nach 
einer kortikalen Ischämie über den gesamten ipsilateralen Kortex laufen, werden als eine 
Ursache für veränderte Translationsmechanismen gesehen (Hossmann, 1999; Kawahara 
et al., 1999; Mies, 1993). Wie in diesem Abschnitt diskutiert, gibt es verschiedene Studien, 
die zeigen, dass die Expression von Cx43 nach Verletzungen des ZNS temporäre 
Störungen aufweist. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind allerdings noch nicht 
vollständig aufgeklärt.  
Connexin 43 Protein ist in unterschiedlichem Maße in Par1 und Par2 reguliert. 
Dies zeigt, dass sich funktionell verschiedene Areale in ihrer post-ischämischen Reaktion 
unterscheiden. Ausgeprägte post-ischämische Effekte in weiter entfernt liegenden Arealen 
könnten zum Beispiel durch Deafferenzierung hervorgerufen werden. Dieses Phänomen 
wird als Diaschisis bezeichnet und wurde bereits 1914 von von Monakow beschrieben 
(zusammenfassende Überarbeitung in Finger et al., 2004; von Monakow, 1914). 
Im Stratum Oriens des Hippokampus war die Immunreaktivität für Cx43 über einen 
längeren Zeitraum nach Photothrombose erhöht. In diesem Bereich des Hippokampus 
zeigten reaktive Astrozyten mit erhöhter Expression von GFAP auch eine erhöhte 
Expression von Cx43 mRNA. Da die hippokampalen Veränderungen nach fokaler 
kortikaler Ischämie ausschließlich im Stratum Oriens unterhalb der Läsion vorzufinden 
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waren, ist es denkbar, dass Moleküle, die eine Aktivierung der Astrozyten auslösten, vom 
Infarktkern bis in das Stratum Oriens diffundiert waren. Es ist daher möglich, dass das 
Stratum Oriens aufgrund der Lokalisation zur ischämischen Läsion in die Bildung der 
Glianarbe einbezogen ist. 
Funktionelle Zusammenhänge 
 Im letzten Abschnitt der Diskussion sollen die Ergebnisse der Expressionsstudien 
in einem funktionellen bzw. physiologischen Kontext betrachtet werden. 
 Die in der vorliegenden Studie beschriebene Reduktion der Cx43 Immunreaktivität 
erscheint in Anbetracht der erhöhten Anzahl an Cx43 mRNA-positiven Zellen im selben 
Kortexareal widersprüchlich. Die mRNA Stabilität und die Halbwertszeit von Proteinen 
scheinen in Reaktion auf verschiedene Stresszustände verändert. Unter 
pathophysiologischen Bedingungen findet man die Regulation der mRNA Expression und 
die des zugehörigen Proteins nicht immer in die gleiche Richtung verlaufend. So konnte 
bereits in anderen Studien nach Photothrombose gezeigt werden, dass bezüglich der 
GABAA-Rezeptor-Untereinheiten (Neumann-Haefelin et al., 1998; Neumann-Haefelin et 
al., 1999) und des neuronalen GABA-Transporters GAT (Frahm et al., 2004) eine 
gegensätzliche Regulation für mRNA und Protein vorlag.  
 Die in der vorliegenden Studie beschriebene Reduktion der Cx43 Immunreaktivität 
lässt eine transient gestörte Kopplung der betroffenen Zellen nach Photothrombose 
vermuten. Gestützt wird diese Vermutung durch Untersuchungen an Astrozyten-
Zellkulturen von heterozygoten Cx43 +/- Mäusen, in denen gezeigt werden konnte, dass 
die verringerte Immunreaktivität für Cx43 mit einer reduzierten Kopplung einhergeht (Naus 
et al., 1997; Siushansian et al., 2001). Allerdings besteht die Möglichkeit, dass Connexin 
30, welches auch in Astrozyten exprimiert wird (Dahl et al., 1996; Nagy et al., 1999), 
funktionell das durch die Ischämie reduzierte Cx43 kompensiert. Studien an Astrozyten-
Zellkulturen von homozygoten Cx43 -/- knock out Tieren zeigten jedoch, dass diese Zellen 
trotz erhöhter Immunreaktivität für Cx30, keine Kopplung aufwiesen (Naus et al., 1997). 
Connexin 30 scheint also nicht in der Lage zu sein, das fehlende Cx43 funktionell zu 
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kompensieren (Nakase et al., 2003a; Siushansian et al., 2001). Es wird weiterhin 
angenommen, dass eine reduzierte gap junction vermittelte Kopplung zu einem gestörten 
„spatial buffering“ führt. Wie in der Einleitung ausführlich erläutert, sind Astrozyten 
maßgeblich daran beteiligt, die Homeostase des Extrazellulärraumes aufrecht zu erhalten. 
Auf diese Weise werden Neurone vor oxidativem Stress geschützt. Demzufolge ist eine 
gestörte Kopplung der Astrozyten schädlich für das Gehirn und kann maßgeblich zur 
sekundären Schädigung von ursprünglich intaktem Gewebe beitragen. Diese Behauptung 
wird gestützt durch Untersuchungen an sowohl heterozygoten Cx43 +/- knock out Tieren 
(Nakase et al., 2003a; Siushansian et al., 2001) als auch an Tieren, bei denen Cx43 
ausschließlich in den Astrozyten eliminiert wurde (Nakase et al., 2004). Diese Studien 
zeigten, dass Tiere mit verringerter Cx43 Expression bzw. fehlendem Cx43 ein 
vergrößertes Infarktvolumen, eine erhöhte Apoptoserate und gesteigerte 
post-ischämische Inflammation aufwiesen.  
 Des weiteren wurde eine Beteiligung von Cx43 an der Propagierung von Zelltod 
nach Ischämie beschrieben (Frantseva et al., 2002b; Rawanduzy et al., 1997). Es wurde 
angenommen, dass dieser negative Effekt über Wellen von Peri-Infarkt-Depolarisationen 
vermittelt wurde. Peri-Infarkt-Depolarisationen werden vermutlich über gap junctions 
propagiert und lösen einen Zelltod aus, der zur Vergrößerung des Läsionsvolumens nach 
Ischämie beiträgt (Nedergaard, 1996). Aber unabhängig von den Peri-Infarkt-
Depolaristionen können auch Stress-Faktoren, die sich negativ auf das Überleben von 
Zellen auswirken, über die gap junction Kanäle verbreitet werden (Frantseva et al., 2002b; 
Rami et al., 2001). Man vermutet, dass die nach Blockierung der gap junctions 
beobachtete Reduktion der Gehirnschäden (Frantseva et al., 2002b; Rami et al., 2001; 
Rawanduzy et al., 1997) eine Folge der verringerten Kopplung mit einer einhergehenden 
Verminderung der Peri-Infarkt-Depolaristionen sind. Diese Daten bieten allerdings Anlass 
zur Diskussion, da Substanzen, die zur Blockierung von gap junctions eingesetzt werden 
(z.B. Octanol, Halothan, Carbenoxolon), sehr komplexe Mechanismen beeinflussen und 
zudem neuroprotektive Effekte aufweisen. 
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 Wenn auch an anderen Schlaganfallmodellen gezeigt werden kann, dass die 
post-ischämische Störung der gap junction vermittelten Kommunikation nachteilige 
Auswirkungen auf das primär unverletzte Gewebe hat, könnte die gezielte Beeinflussung 
der gap junction vermittelten Kopplung ein potentieller Angriffspunkt für neue Therapien 
nach einem Schlaganfall sein. In einer kürzlich veröffentlichen Arbeit haben Li und 
Kollegen (2005) einen interessanten ersten Schritt gemacht, in dem sie die Wirkung von 
Gingko biloba Extrakt testeten. Sie konnten zeigen, dass eine Gabe des Extraktes vor 
Induktion der fokalen Ischämie einen neuroprotektiven Effekt hatte. Gingko biloba Extrakt 
hatte die post-ischämische Expression von Cx43 stabilisiert und so vermutlich zu einer 
verbesserten gap junction vermittelte Kommunikation geführt (Li et al., 2005). Offen bleibt 
allerdings, ob Gingko biloba Extrakt diese Wirkung auch zeigt, wenn es nach dem 
Schlaganfall gegeben wird.  
 
Die vorgelegte Arbeit zeigt, dass die Expression von Cx43 nach einer fokalen 
Ischämie in verschiedenen Hirnregionen differentiell verändert war. Das die Läsion 
unmittelbar umgebende Gewebe unterlag der Bildung einer anisomorphen Gliose. Die 
daran beteiligten reaktiven Astrozyten wiesen über den gesamten Untersuchungszeitraum 
eine erhöhte Expression von Cx43 mRNA und Protein auf. Die Astrozyten des 
somatosensorischen Kortex zeigten eine temporäre Erhöhung von GFAP, was ein 
Hinweis auf eine isomorphe Gliose ist. Die Anzahl der Cx43 mRNA exprimierenden Zellen 
war im somatosensorischen Kortex temporär erhöht, während die Expression des 
Proteins verringert war. Die erhöhte Expression von Cx43 Protein in der Glianarbe lässt 
eine erhöhte Kopplung der Zellen vermuten. Speziell im Band am Boden der Läsion und 
im Strom zwischen dem lateralen Ventrikel könnte dies einen Einfluß auf die Proliferation 
und Migration der Zellen haben. Es ist aber auch möglich, dass die erhöhte Kopplung und 
damit verbundene gesteigerte interzelluläre Kommunikation das „spatial buffering“ 
begünstigt. Weiterhin kann die gesteigerte Kopplung für die Glianarbe zum Vorteil sein, 
um als funktionelle Einheit (Synzytium) agieren zu können. Die Herunterregulation des 
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Cx43 Proteins im somatosensorischen Kortex lässt eine verminderte Kopplung der 
Astrozyten vermuten. Unmittelbar nach Induktion der Ischämie kann dies zum Vorteil sein, 
um eine Propagation von zellschädigenden Molekülen zu unterbinden. Im weiteren 
Verlauf kann eine verminderte Kommunikation zwischen den Astrozyten, wie oben 
diskutiert, nachteilige Wirkung haben. Die hier vorgestellten Daten bieten Hinweise auf 
eine differenzierte räumlich-zeitliche Funktion von Cx43 und geben somit einen weiteren 
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Tabelle 1: Rezepte der verwendeten Pufferlösungen 
 
In situ Hybridisierung 
 
Hybridisierungspuffer  
50 %   Formamid 
10 %   Dextransulfat 
10 mM  Trishydroxymethylaminomethan-HCl (pH 7,5) 
10 mM  Na2HPO4 × 2H2O (pH 6,8) 
0.3 M   NaCl 
5 mM   EDTA 
1 mg/ml  t-RNA (von Saccharomyces cerevisiae, Sigma-Aldrich) 
1×   Denhardt´s Lösung (Sigma-Aldrich) 
 
PBS (pH 7,4) 
0,14 M  NaCl 
16 mM  Na2HPO4 × 2H2O 
2,7 mM  KCl 
1,5 mM  KH2PO4 
 
2 × SSC 
0,3 M   NaCl 
30 mM  Trinatriumcitrat × 2H2O 
1 × SSC 
0,15 M  NaCl 
15 mM  Trinatriumcitrat × 2H2O 
0,2 × SSC 
30 mM  NaCl 
3 mM   Trinatriumcitrat × 2H2O 
0,1 × SSC 
15 mM  NaCl 
1,5 mM  Trinatriumcitrat × 2H2O 
 
TBS (pH 7,5) 
0,1 M   Trishydroxymethylaminomethan-HCl  
0,25 M  NaCl 
 
Detektionspuffer (pH 9,5) 
0,1 M   Trishydroxymethylaminomethan-HCl 
0,1 M   NaCl 
50 mM  MgCl2 
 
Detektionspuffer (pH 8,0) 
0,1 M   Trishydroxymethylaminomethan-HCl 
0,1 M   NaCl 










PBS (pH 7,4) 
0,125 M  NaCl 
8 mM   Na2HPO4 
1,75 mM  NaH2PO4 × H2O 
 
 
TBS (pH 7,4) 
85 mM  Trishydroxymethylaminomethan-HCl 
15 mM  Trishydroxymethylaminomethan 
0,15 M  NaCl 
 
Anti-freeze-Puffer (pH 7,4) 
300 ml  Ethylenglcol 
0,75 M  Glucose 
3 mM  Natriumazid 
1,5 mM Na2HPO4 
0,9 mM NaH2PO4 x H2O 
 
 
Tabelle 2: verwendete Antikörper  
 




rabbit anti-Cx43   1:300    Zymed, 71-0700 
mouse anti-Cx43  1:500   Sigma, C8093 
rabbit anti-GFAP   1:3000   Chemicon, AB5804 
mouse anti-GFAP  1:50   Chemicon, MAB360 
guinea pig anti-GFAP 1:2000   Advanced Immunochemicals, 31223 
rat anti-BrdU   1:500   Oxford Biotechnologies, 0030CX 
mouse anti-Nestin  1:500   Chemicon, MAB353 
mouse anti-NeuN  1:500   Chemicon, MAB377 
rabbit anti-S100β  1:2500   Swant, 37a 
sheep anti-DIG  1:500, 1:1000  Roche, 1093274 
 
Sekundäre  
Alexa Fluor 488-konjugiert  
donkey anti-mouse   1:500, 1:250   Molecular Probes, A21202  
goat anti-guinea pig   1:500   Molecular Probes, A11073 
 
Rhodamin Red-X-konjugiert  
donkey anti-rat   1:500   Dianova, 712-295-150  
donkey anti-guinea pig  1:500    Dianova, 706-296-148 
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Biotin-konjugiert 





Tabelle 3: Primer für in situ Hybridisierung und real time RT-PCR 
 
 
Gen   Primer     Produktlänge  Quelle 
         (bp) 
 
In situ Hybridisierung 
 
Cx 43  fw 5‘-CAAGTACGGGATTGAAGAGCAC-3’ 1016 erstellt mit Primer3 
  rev 5’-GTTCACCCAATGCGACTCTTAC-3’     
 
real time RT-PCR 
 
Cx 43  fw  5’- GAGATGCACCTGAAGCAGATTGAA-3’ 308   
  rev  5’- GATGTTCAAAGCGAGAGACACCAA -3’  (Hill et al., 2002) 
GAPDH fw  5’- TCC CTC AAG ATT GTC AGC AA-3’ 
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